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2 Einleitung

Der Ductus arteriosus stellt im fetalen Blutkreiglaeinen rechts-links Shunt zwischen
Truncus pulmonalis und Aorta dar. Er leitet den [@ed des rechtsventrikularen
Schlagvolumens an der unbelifteten Lunge vorbeienAorta descendens. Der Verschluss
des Ductus arteriosus innerhalb weniger Stundern mier Geburt ist essentiell fur die
postnatale Kreislaufadaptation des NeugeborenersisBert ein offener Ductus arteriosus
nach der Geburt, so kommt es infolge der verandd@teickverhaltnisse im grof3en Kreislauf
zu einer Shuntumkehr. Dies fuhrt zu einer Belastung Lungenkreislaufs und linkem
Herzen, was wiederum mit einer betrachtlichen Mtitht und Mortalitat assoziiert ist
(Hermes-DeSantis 2006). Die Inzidenz des persgtan Ductus arteriosus (PDA) weist
eine inverse Korrelation zum Gestationsalter aoflass bis zu 60% der Frihgeborenen die
vor der 28. Schwangerschaftswoche zur Welt kommesedFehlbildung aufweisen (Van
Overmeire 2005). Damit stellt der PDA die haufigktediovaskulare Entwicklungsstérung
Frihgeborener und die dritthaufigste angeborenadtlerankung des Menschen allgemein
dar. Durch die erhohten Uberlebensraten Friihgebotet auch die Inzidenz des PDA in den
letzten zwei Jahrzehnten stark zugenommen (Hoff2@@2). Trotz intensiver Forschung zur
medikamentdsen Therapie ist diese nicht immer gméath, sodass beim symptomatischen
PDA in einigen Fallen ein interventioneller Veractd durchgefuhrt werden muss (Schneider
2006). Da Fruhgeborene mit PDA trotz medikament@ser chirurgischer Intervention eine
deutlich erh6hte Mortalitat aufweisen, ist es vemtezaler Bedeutung, die Mechanismen des
Verschlusses sowie die zellularen Vorgdnge néher untersuchen, um frihzeitig
Risikofaktoren erkennen und sinnvolle Therapiekpteentwickeln zu kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit werden deshalb die ##kn Vorgange bei Verschluss und
Remodelling des Ductus arteriosus genauer andlysenden. Da die wesentlichen Schritte
des funktionellen und anatomischen VerschlusseddreMaus in den ersten 24 Stunden post
partum ablaufen, wird dieser Zeitraum einer besmndagehenden Betrachtung unterzogen.
Dabei wird vor allem auf die Rolle der Thrombozy&ingegangen, von denen bekannt ist,
dass sie im Rahmen des GefalRremodelling und pafisoler Gefal3verschlisse eine

wichtige Rolle spielen.
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2.1 Pra- und postnatale Entwicklung des Ductus artéosus
2.1.1 Embryologie und fetale Entwicklung des Ductuarteriosus

2.1.1.1 Embryologie des Ductus arteriosus

In der embryonalen Entwicklung unterscheidet sicler ductus arteriosus von der
Angiogenese anderer Arterien des AusflusstraktesgiBerff 1999). Er entwickelt sich aus
dem linken distalen Anteil des sechsten Aortenbsg@le Ruiter 1989). Zur Bildung der
GefaBwand tragt die Einwanderung von Neuralleigierz aus dem Bereich des 1. bis 3.
Somiten mal3geblich bei, die auch am kardialen Aasttakt beteiligt sind (Fukiishi 1992).
Im Gegensatz zu den umgebenden Arterien vom ethstisTyp, weist der Ductus arteriosus
phanotypische Merkmale einer Arterie vom muskulafem auf (Gittenberger-De Groot
1985). Bei der Maus ist der Elastingehalt zwar lechbar zur Aorta, doch ergeben sich
Unterschiede in der Konfiguration der Fibrillen @idblad 1967a). Auch die Differenzierung
der glatten Muskelzellen der Media ist im Vergleidu den umgebenden Arterien
fortgeschritten. Dies wird reflektiert durch diehéhte Expression von heavy-Caldesmon und
Calponin (Kim 1993)(Slomp 1997). Zudem weist dercids arteriosus beim Kaninchen im
Vergleich zur Aorta mehr Myofilamente in den glattduskelzellen auf und exprimiert SM2,
einen Myosin-schwere-Ketten-Isotyp, der in allederen GefalRen erst postnatal exprimiert
wird (Kim 1993).

2.1.1.2 Physiologie der fetalen Zirkulation

Im fetalen Kreislauf stellt der Ductus arteriosuisea rechts-links Shunt zwischen Truncus
pulmonalis, nahe dem Abgang der linken Pulmonaiastaund Aorta descendens nach
Abgang der linken Arteria subclavia dar (siehe Abp.Die Stromungsrichtung wird durch

den Druckunterschied zwischen systemischer und qndiher Zirkulation bestimmt. Der

systemische Kreislauf weist durch die umbilico-platare Zirkulation einen niedrigen

Blutdruck auf, wahrend im pulmonalen Kreislauf wegker noch nicht beltfteten Lunge ein
hoher Blutdruck herrscht, sodass ein rechts-linken® entsteht (Anderson 1981)(Heymann
1975). Man geht davon aus, dass beim Lamm etwa % rechtsventrikularen

Schlagvolumens in den Lungenkreislauf und 90% dua@h Ductus arteriosus in die Aorta
gelangen (Anderson 1981).

Die Aufrechterhaltung der Durchgéngigkeit des Dacauteriosus in utero ist ein aktiver
Prozess. Das Gefal? weist einen intrinsischen Taufs der durch vasodilatatorische
Mechanismen inhibiert wird (Kriska 1990). Dabei kwom insbesondere zirkulierenden

Prostaglandinen eine Schlusselrolle zu. Der Duettisriosus selbst produziert vor allem
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PGk, das aber weniger vasodilatatorische Potenz Isatlas zirkulierende PGECoceani
1978)(Pace-Asciak 1983). Die starke vasodilatatbesPotenz des zirkulierenden PGErd
durch die PGE-Rezeptoren Etnhd ER vermittelt, welche in der GefalRwand des Ductus
arteriosus exprimiert werden. Die Bindung von B@ix diese Rezeptoren fihrt zum Anstieg
des intrazellularen cAMP. Dies wiederum senkt dmrinsisch hohe Sensitivitdt der
kontraktilen Proteine im Ductus arteriosus fur @Gait (Crichton 1997). Die zentrale Rolle
der Prostaglandine wird auch durch die Fahigken @DX-Inhibitoren wie Indomethacin
belegt, die sowohl in utero als auch postnatal &asokonstriktion des Ductus arteriosus
auslosen kénnen (Takahashi 2000).

Ein weiterer wichtiger Faktor ist der niedrige Sateff Partialdruck im fetalen Blut, der bei
18-28 mmHg liegt (Anderson 1981)(Heymann 1975). ibel werden Kalium-Kanéle offen
gehalten und die glatten Muskelzellen sind hypenpsiert (Coceani 1989)(Michelakis 2000).
Durch den postnatalen Anstieg des Sauerstoff-Radntigks wird ein Cytochrom P450
Hamoprotein aktiviert, sodass die Kalium-Kanéle lie@en und die Zellmembran
depolarisiert wird. Dies wiederum l6st einen Cataiitinstrom aus, was die Kontraktion der
glatten Muskelzellen zur Folge hat (Nakanishi 1993)

Weiterhin ist NO bei Nagern im frihen Gestatioresalfiir die Aufrechterhaltung der
Durchgangigkeit des Ductus arteriosus anscheinendBedeutung (Momma 1999). So kann
die endotheliale NO-Synthase (eNOS) im Endothel imden Vasa vasorum des Ductus
arteriosus nachgewiesen werden. In vivo fuhren NDddoren zu einer Dilatation, NO-
Synthase-Inhibitoren dagegen zu einer Kontrakties Ductus arteriosus (Fox 1996)(Walsh
1988). Auch Kohlenmonoxid wird im Ductus arteriosggnthetisiert und hat einen
dilatatorischen Effekt auf die Gefaldmuskulatur (€od 1997). NO und Kohlenmonoxid

haben aber im Vergleich zu Prostaglandinen undrSenfeeine untergeordnete Bedeutung.
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Fetal Circulation

Ductus Arteriosus

Aorta
Placenta

Foramen Ovale

Lung ——_

Pulmonary Artery

Ductus Venosus

¥ : Liver
S

B oxygen-rich Bicod Umbilical Arteries
| Owygen-poor Blood
B mixed Biooa

Left Kidney

\

Abbildung 1: Schematische Darstellung der fetalen keislaufsituation
Sauerstoffreiches Blut gelangt von der Plazenta dlzeNabelvene und den Ductus venosus
in den rechten Vorhof. Durch das offene Forameneow@d das Blut in den linken Ventrikel
geleitet und von dort in den systemischen Kreistawf Versorgung des Gehirns und der
oberen Extremitaten. Das Blut aus dem rechten kehtwird grof3teils an der unbelifteten
Lunge vorbei Uber den Ductus arteriosus in die Aagscendens geleitet. Damit stellt der
Ductus arteriosus in der fetalen Zirkulation eimechts-links Shunt dar.

2.1.1.3 Morphologie des fetalen Ductus arteriosus

Morphologisch ist der Ductus arteriosus wie jedaedeae Gefal3 aus einer Tunica intima,
Tunica media und Adventitia aufgebaut. Bei der M&esteht die Intima bis zum 16.

Gestationstag aus einer einlagigen Endothelschidintdem 17. Gestationstag kann bereits
eine zweite Zelllage beobachtet werden, also zudekler Gestationszeit, die bei der Maus
in der Regel 18,5 Tage nach Verpaarung andauestbelikommt es zu einer Ablésung der
Endothelzellen von der Lamina elastica interna. Daenina elastica interna selbst wird in

mehrere Lagen aufgespaltet (Tada 1990). Im neutamaksnen subendothelialen Raum
sammelt sich extrazellulare Matrix an, wodurch d¢attgn Muskelzellen aus der Media
ermoglicht wird, diesen Raum zu invadieren (SlorBp2). Die Zellen des subendothelialen
Raumes weisen Charakteristika undifferenzierteteBebuf und exprimieren wahrend der
Fetalzeit und frihen Neugeborenenperiode kaum Néoénte (Hornblad 1967b). Die

dadurch hervorgerufene Intimaverdickung wird alshiiger Faktor fir den postnatalen
Verschluss des Ductus arteriosus angesehen (GetigebDe Groot 1980b). Die Media weist
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alternierende Schichten von Laminae elasticae ulatteg Muskelzellen auf, die sich
ultrastrukturell als reife Muskelzellen darstelleb dem 16. Gestationstag bilden sich
zunehmend mehr Myofilamente aus (Tada 1990). AseliProzesse stellen anscheinend eine

pranatale Vorbereitung auf den bevorstehenden aiadém Verschluss dar (Tada 1985).

2.1.2 Physiologie und Morphologie des postnataleneyschlusses

Der postnatale Verschluss des Ductus arteriosus ganerell in zwei Phasen unterteilt. Der
funktionelle Verschluss wird durch die Kontraktiaser glatten Muskelzellen in der
GefaBwand hervorgerufen. Durch diese Vasokongirktivird das Lumen bereits stark
verkleinert. Doch erst die zweite Phase, der aniatdm Verschluss, flhrt zur permanenten
Obliteration des Lumens. Dieser ist durch kompléxemodellingprozesse im gesamten
Gefal3, insbesondere jedoch der Intima gekennzdictib&bei weisen diese Vorgange
Ahnlichkeiten zu pathologischen GefaRveranderungewf, wie sie bei der
Atheroskleroseentstehung und Neointimabildung n@efél3verletzung zu beobachten sind
(Clyman 2006)(Slomp 1992)(Waleh 2005).

2.1.2.1 Funktioneller Verschluss

Der funktionelle Verschluss wird durch die Kontiakt glatter Muskelzellen in der
GefalBwand des Ductus arteriosus hervorgerufen, ivebleei der Maus vom aortalen zum
pulmonalen Ende des Gefal3es hin verlauft. Nach Slxgiden ist das Lumen bei der Maus
vollstéandig verschlossen. Der wichtigste Auslodsar die Vasokonstriktion ist der Wegfall
vasodilatatorischer Mechanismen der Fetalperiodeitafhin wird der postnatale Ductus
arteriosus sensitiver fur vasokonstriktorische Maatien, da die synergistische Inhibition
durch die hohe PGEKonzentration und die niedrige Sauerstoffspannwighrend der
Fetalperiode verloren geht. So reagiert das Gefé fetaler Sauerstoffspannung und RGE
Konzentration nur in sehr geringem Mal3e selbstmagfomolare Dosen von Noradrenalin
(Smith 1991).

In der Postnatalperiode vermittelt die Erh6hung Si@uerstoffspannung Uber Depolarisation
und Calciumeinstrom in die glatten Muskelzellen diaitiale Kontraktion der
GefaBmuskulatur. Diese nimmt ein wesentlich hohéwesmall an als die physiologisch zu
beobachtende Reaktion normaler Arterien auf einestidg der Sauerstoffspannung (Smith
1988). Weiterhin kommt es zu einem starken Abfal zirkulierenden PGEKonzentration,
beim Lamm auf ein Zwanzigstel der fetalen Ausganggkntration (Clyman 1980). Dies

wird sowohl durch die erhdhte pulmonale Perfusidarch die Prostaglandine vermehrt
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metabolisiert werden, als auch durch den Wegfall Rlazenta erklart, die die wichtigste
Quelle fur zirkulierende Prostaglandine ist (Clyma®81)(Lytton 1982). Wird dem
Neugeborenen im Gegensatz dazu unmittelbar naclGdburt PGE verabreicht, so kann
dies den Verschluss des Ductus arteriosus verhndies stellt bei einigen angeborenen
Herzfehlern eine lebensrettende MalRnahme dar (skkol992). Der postnatale Abfall der
PGE-Konzentration hat eine Vasokonstriktion des Dudtteriosus zur Folge, wodurch es
zur Hypoxie der Media kommt. Dadurch wird auch diegkale Produktion von
Prostaglandinen und NO inhibiert. Durch den Wedlaker dilatatorischen Stimuli wird der
Verlust der durch Sauerstoff vermittelten Vasokokbn kompensiert, sodass sich der
Ductus auch unter hypoxischen Bedingungen nichtrmethxiert (Kajino 2000). Der Ductus
arteriosus verfugt allerdings auch Uber zwei Pglatalin-Rezeptoren, die eine Kontraktion
der GefaBwand vermitteln. Die Stimulation des THroran Rezeptors und des PGE-
Rezeptors EP3 durch Agonisten fuhrt zur starkerok@sstriktion (Smith 1995).

Nach der Geburt bewirkt das Zusammenspiel alleageten Mechanismen eine Kontraktion
der GefalRwand, durch die der Durchmesser der Methak zunimmt und es zur
Hypoperfusion der Vasa vasorum kommt (Tada 199Qig&002). Dies hat zur Folge, dass
die gesamte Media zur avaskularen Zone wird, da dadurch die Diffusionsstrecke zu
versorgenden Blutgefal3en stark vergrol3ert. Bei resblaltenem luminalen Blutfluss fuhrt
dies beim reifen Neugeborenen zu einer Hypoxie Media (Kajino 2002). Bei kleineren
Tieren wie der Maus spielt die Hypoperfusion des&&asorum allerdings keine Rolle, da sie
wie das menschliche Frihgeborene lber keine Vasarwa verfigen. Hier ist die
Obliteration des luminalen Blutflusses der entsdbéede Faktor fur die Entwicklung der
Mediahypoxie (Wolinsky 1967).

2.1.2.2 Anatomischer Verschluss

Die Entwicklung der Mediahypoxie scheint den engsdbnde Stimulus fur den darauf
folgenden anatomischen Verschluss des Ductus @steyidarzustellen, welcher schlie3lich
zur irreversiblen Obliteration des Lumens fuhrty{@an 1999)(Kajino 2001)(Seidner 2001).
Dabei spielt das Remodelling der Intima eine wiphtiRolle, wobei es zu Veranderungen der
glatten Muskelzellen, Endothelzellen und extraz@&tken Matrix kommt (Broccoli 1973).
Durch die Mediahypoxie werden wichtige Faktorendig Neointimabildung wie VEGF und
TGF-beta induziert (Clyman 2006). Sowohl VEGF alsraTGF-beta triggern die Migration
und Proliferation intimaler Zellen (Celletti 200Lgung 1989)(Massague 1987). Wird VEGF

inhibiert, so hat dies eine Beeintrachtigung désnalen Remodellings zur Folge, wobei die
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Proliferation intimaler Zellen maRgeblich reduziistt (Clyman 2002a). Als Stimulus fur die
Migration glatter Muskelzellen im Ductus arteriosws#rd auch PDGF aus adhéarierenden
Thrombozyten diskutiert (Tannenbaum 1996). Zudenmtfblypoxie und Nahrstoffentzug zur
Apoptose glatter Muskelzellen in der Media des Dsdrteriosus (Levin 2005). Reicht der
Grad der Hypoxie nicht zur Apoptoseinduktion awspkeibt auch die vermehrte Expression
von VEGF und Endothelzellproliferation aus, woduesh zur einem hohen Prozentsatz zur
Wiederer6ffnung des Ductus arteriosus kommt (Clyh2@9).

Den Endothelzellen kommt beim intimalen RemodeliimgDuctus arteriosus eine wichtige
Rolle zu, da ihre Proliferation und Migration unt®eteiligung von Faktoren wie VEGF
induziert wird (Clyman 1999)(Plate 1993). Zudem kotres nach erfolgtem funktionellem
Verschluss zur Verdnderung des Phanotyps der llemriandothelzellen. Das Muster der
Integrinexpression entspricht postnatal dem vonhaeeden kapillaren Endothelzellen, was
eine wichtige Voraussetzung fur die Neointimabilgutharstellt (Clyman 1996). Weiterhin
werden von intimalen Zellen auch Adhé&sionsmolekide VCAM-1 oder E-Selektin
exprimiert, was als eine Aktivierung des Endotheisrstanden werden kann. Auch
inflammatorische Mediatoren wie Interleukin 8 und macrophage CSF-1, CD 154,
Interferon-gamma und TNF-alpha werden vermehrt iexprt, die auch im Rahmen des
atherosklerotischen GefalRremodellings zu findew.shudem kommt es zur Rekrutierung
von T-Zellen und CD68CD14" mononuklearen Zellen. Dies deutet darauf hin, dassh
eine inflammatorische Reaktion am Remodelling destis arteriosus beteiligt ist (Waleh
2005).

Im weiteren Verlauf entwickeln sich im obliteriemtd.umen des Ductus arteriosus glatte
Muskelzellen (Tada 1990). Bei der Maus weisen vigdlen der Intima innerhalb von 24
Stunden post partum Myofilamente auf. Innerhalb doei Wochen entwickeln sich hier
Zellen, die Charakteristika reifer glatter Muskdlene aufweisen. Die Anzahl der Zellen in
Media und Intima nimmt mit der zunehmenden Kollagend Elastinablagerung innerhalb
der 8. bis 16. postnatalen Woche zunehmend abieBthbh stellt sich der Ductus arteriosus

nur noch als bindegewebige Struktur dar (Tada 1990)

2.1.3 Der persistierende Ductus arteriosus

Die Inzidenz des persistierenden Ductus arteribatisn den letzten zwanzig Jahren durch die
verbesserten Uberlebensraten Frilhgeborener stagenammen (Hoffman 2002). Bei
Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht zwischerg 201d 15009 liegt die Inzidenz bei
31% (The Vermont-Oxford Trials Network 1993). Berrhingerecht Geborenen liegt sie bei
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1:2000 Geburten. Insgesamt macht der persistierdddetus arteriosus 5-10 % der
angeborenen Herzfehler aus (Mitchell 1971). Alshtigster Risikofaktor gilt somit die
Frihgeburtlichkeit, aber auch genetische FaktornenGiromosomenaberrationen und seltene
erbliche Syndrome wie das Carpenter und Holt Oragmd®m kdnnen einen PDA
hervorrufen (Schneider 2006). Weiterhin ist eingeRinfektion im ersten Trimenon der
Schwangerschaft mit einem hohen Risiko fir einemsiggerenden Ductus arteriosus
assoziiert (GIBSON 1952). Histologisch stellt diregguctus arteriosus ein sehr unreifes
Entwicklungsstadium dar (Gittenberger-De Groot 280

Pathophysiologisch fiihren die verédnderten Druckddémisse im systemischen und
pulmonalen Kreislauf zur Shuntumkehr, sodass zistaah links-rechts Shunt entsteht (siehe
Abb. 2). Dies flhrt einerseits zu einer Volumenbtlag des linken Herzens und der Lunge
(Schneider 2006). Andererseits ist beim Neugebaorezie peripherer Volumenmangel mit
erhohtem Risiko fir intraventrikulare Blutungen, kragisierende Enterokolitis,
bronchopulmonale Dysplasie und Tod zu beobachteottd@® 1978)(Gersony 1983).
Langfristig kommt es durch den PDA zu einer Eisemgee Reaktion mit Steigerung des
pulmonalen Blutdrucks bis hin zur irreversiblen Staumkehr (Espino-Vela 1968). Kardial
bewirkt die chronische Volumenbelastung haufig lasr dritten Lebensdekade die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz (Campbell 1968).

Bei Frihgeborenen reicht der Grad der Vasokonginkbaufig nicht aus um das nétige Malf3
an Hypoxie zu erzeugen, das notig ware, um denoamsthen Verschluss des Ductus
arteriosus zu induzieren. Da das unreife Gefal3 natit Gber Vasa vasorum verfugt, ist die
Entstehung der Hypoxie allein von der Obliteratides luminalen Flusses abhéngig
(Narayanan 2000). Die Dickenzunahme der Gefal3wantspecht nur einem Drittel der
Dickenzunahme beim reifen Neugeborenen. Daduraefirdie entscheidenden Prozesse der
Neointimabildung nicht statt. Bei Frihgeborenen kunes wesentlich seltener zur Apoptose
glatter Muskelzellen, Expression von VEGF und PReddition luminaler Endothelzellen
(Clyman 1999). Wird beim Friihgeborenen in der friijpestnatalen Phase die Prostaglandin-
und NO-Synthese inhibiert, so entwickelt auch eraisreichendes Mal3 an Hypoxie in der
GefalBwand, um die oben genannten Prozesse dertiehiidung zu induzieren (Seidner
2001). Daher gilt der Prostaglandin-Synthese-Inbibindomethacin als Therapie der Wahl
fur den hdmodynamisch relevanten persistierendextusarteriosus (Nadas 1981).
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Abbildung 2: Kreislaufverhaltnisse beim persistiereaden Ductus arteriosus
Durch die postnatalen Veranderungen der Blutdrutidltnisse kommt es beim
persistierenden Ductus arteriosus zur Shuntumk2ér.nun vorliegende links-rechts Shunt
fuhrt zur Belastung des Lungenkreislaufs sowielidgn Herzens.
2.2 Die Rolle von Thrombozyten bei arterieller Thranbose
Die Hauptfunktion der Thrombozyten ist die Aufremtmaltung der Integritdt des
GefalRsystems und die Unterbindung des ungeregRltgaustrittes. Sie entstehen durch die
Abschnirung von Megakaryozyten (Junt 2007) undutieken fur 7 bis 10 Tage im Blut.
Dort sind sie unter physiologischen Bedingungeaiier Anzahl von 150.000-300.0Q0Als
2-4um grol3e Blutbestandteile zu finden (George 2000).
Unter pathologischen Bedingungen sind sie nicht remtscheidender Bestandteil
okkludierender arterieller Thromben, die im Rahrdes Myokardinfarkts oder ischamischen
Hirninfarkts zum Gefal3verschluss fuhren, sondemd sauch in vielfaltiger Weise am
pathologischen GefaRremodelling beteiligt (Rug@®®2). So konnte gezeigt werden, dass
Thrombozyten bereits in frihen Phasen des athemmgldchen Remodellings an
dysfunktionales Endothel adhérieren (Massberg Z0#ysberg 2005)(Gawaz 2006). Nach
Adhasion und Aktivierung sezernieren sie eine Reiken Chemokinen und
Wachstumsfaktoren, wodurch sie die Rekrutierung kenkozyten und hamatopoietischen
Progenitorzellen vermitteln sowie die Migration umioliferation sessiler Muskelzellen
unterstitzen (Massberg 2006)(Schober 2002)(Schi@gZ)(Stellos 2008).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird geprift, ief@rn Thrombozyten fir das
physiologische Gefaliremodelling des Ductus artesio®on Bedeutung sind. Im folgenden
werden daher die Thrombozyten vermittelten Prozesse der Pathogenese des
inflammatorischen GefalBumbaus dargestellt. Zudendeve die wichtigsten Ablaufe der
Thrombozytenadhéasion, -aktivierung und -aggregateschrieben, mit dem Hauptfokus auf

den beteiligten thrombozytaren Glykoproteinen.

2.2.1 Thrombozytenadhé&sion - Der Glykoprotein Ib-IXV Komplex und vVWF

Die Adhasion der Thrombozyten an einer Gefal3vertegZihrt dazu, dass diese durch einen
Monolayer aus aktivierten Thrombozyten bedeckt Wsidhe Abb. 3). Als Trigger hierfur gilt
die Freilegung thrombogener Materialien des submtialen Raumes und der GefalRwand,
insbesondere Kollagen und von Willebrand Faktor yWDie wichtigsten beteiligten
Mechanismen sind die Bindung des thrombozytarerb@®RlV Komplexes an vWF und von
GPVI an Kollagen (Ruggeri 2002). Funktionell istrdélykoprotein Ib-IX-V Komplex
verantwortlich fur die initiale Adhasion von Throodyten an die verletzte Gefalwand, da er
fur die Ligandenbindung keiner Aktivierung bedaRu@geri 2002). Dabei kommt der
Interaktion von GPIb-alpha mit der A1 Doméne deSkallagen immobilisierten VWF eine
Schlisselrolle zu (Savage 1996). Hierdurch wird uétsale Tethering der Thrombozyten
vermittelt, was die Interaktion weiterer Rezeptomgihthrombogenen Oberflachen erméglicht
(Savage 1998). Desweiteren spielt die Interaktion GPIb-alpha mit vVWF eine wichtige
Rolle bei der Adhasion von Thrombozyten an aktieler Endothel bei noch erhaltener
Integritat der GefalRwand (Massberg 2002). Dies wndallem durch die Bindung von Gplb-
alpha an VWF und P-Selektin ermoglicht, welche \aitivierten Endothelzellen an der
Oberflache prasentiert werden (Andre 2000)(Frer€gs).

Der Glykoprotein Ib-1X-V Komplex stammt aus der Fhender Leucine-rich-repeat Proteine.
Er ist in einer hohen Dichte mit einer Anzahl van@O0 Kopien pro Thrombozyt zu finden
(Berndt 2001). Gplb-alpha besitzt an seiner N-taal@n Doméane Bindungsstellen fir vVWF,
Thrombin (Takamatsu 1986), Gerinnungsfaktoren X#XBaglia 2002)(Bradford 2000) und
High-molecular-weight Kininogen (Bradford 1997). iéehin bindet der GPIb-IX-V
Komplex an Mac-1 und P-Selektin, was zur Rekrutigruon Leukozyten zu entziindlichen
Prozessen beitragt (Romo 1999)(Simon 2000)(Wagd@)2

Die Blockierung der Bindungsstelle von GPlb-alplia YWF durch einen inhibitorischen
Antikdrper verhindert das Tethering der Thrombomyteund die nachfolgende
Thrombusbildung bei einem Modell der arteriellenfdBeerletzung der Maus (Massberg
2003). Bei VWF knock out Mausen, die ein Modell fiie von Willebrand Krankheit
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darstellen findet sich eine stark verlangerte Bigareit, Spontanblutungen sowie eine

Beeintrachtigung der Thrombusbildung (Denis 1998).

2.2.2 Thrombozytenaktivierung - Glykoprotein VI

Die Aktivierung von Thrombozyten fuhrt zur Verstérlg ihrer prokoagulatorischen
Eigenschaften und ermdglicht die Aggregation undmittaThrombusbildung an der
Lokalisation der Gefal3verletzung (Savage 2001).vidghtigsten Induktoren sind Kollagen,
VWF, Thrombin, ADP, TxA und Adrenalin. Der finale Weg all dieser Agonistish die
Aktivierung von GP libllla, dem wichtigsten Rezeptiiir die Thrombozytenaggregation
(Kulkarni  2000). Phanotypisch kommt es zur Ausspreg und Ausbildung von
Pseudopodien sowie zur Ausschuttung intrazellul&@eanula, die die Aktivierung weiter
verstarken, die Gerinnungskaskade in Gang setzeérzumnVasokonstriktion fihren (George
2000). Durch die Oberflachenexposition von Phosgiiserin kann dieses als Bindungsstelle
fur Enzyme und Cofaktoren der Koagulationskaskad®mesh, was letztendlich die lokale
Thrombinbildung verstarkt (Davi 2007)(Lentz 2003)¢fgeri 2002). Der Schllsselrezeptor
fur die Initierung der Thrombozytenaktivierung beirterieller Thrombose ist das
Glykoprotein VI.

Das Glykoprotein VI wird ausschlief3lich auf Megakazyten und Thrombozyten exprimiert
und ist der Superfamilie der Immunglobulin-Rezeptozuzurechnen (Berlanga 2000). Es ist
ein Typ | Transmembranprotein mit einem Molekulavgt von 60-65 kDa, das mit der Fc-
Rezeptor gamma-Kette einen Komplex bildet (Clemet4899)(Nieswandt 2000). Diese
dient der Signaltransduktion durch die Tyrosinplhasplierung der ITAM-Doméane durch
Src-like Kinasen, was zur Aktivierung der Tyrosimkse Syk fuhrt und eine intrazellulare
Signalkaskade in Gang setzt (Bauer 2001)(Tsuji J(®9dtson 2001). Bei Thrombozyten
dient GPVI als Kollagenrezeptor, wobei die Glycirelih-Hydroxyprolin Sequenz des
Kollagen das spezifische Bindungsmotiv darstellhigidt 1999). Fibrillares Kollagen Typ |
und Il bilden die Hauptkomponenten der extrazélieh Matrix von Blutgefal3en und werden
bei GefalR3verletzungen exponiert. GPVI bindet asatidibrillare Kollagen und vermittelt die
Thrombozytenadhasion und -aktivierung unter aMenieFlussbedingungen (Baumgartner
1977)(Clemetson 2001).

In vivo spielt dieser Rezeptor eine wichtige Ratleallen Phasen der Thrombusbildung, vom
initialen Tethering, Uber langsame Translokation stabile Adhasion bis zur Aggregation
der Thrombozyten (Massberg 2003). Seine Hauptfankist die Adhéasion und Aktivierung

der Thrombozyten auf kollagenhaltigen Oberflachenie wdies bei arterieller
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Gefallverletzungen der Fall ist (Nieswandt 2003).cBudie Aktivierung der Thrombozyten
erfolgt die Umwandlung der Integring,ps (GPIIbllla) undayB; von einem niedrig in einen
hoch affinen Zustand (Nakamura 1999)(Nieswandt aj{0lieswandt 2001b). Dies verstarkt
die Thrombozyten-Kollagen Interaktion, was wiederdie Stimulation der aktivierenden
Signalkaskade durch GPVI fordert (Atkinson 2003)itéhin kommt es zu einem Anstieg
der intrazellularen Calciumkonzentration und zueis&tzung gespeicherter Mediatoren wie
ADP durch die aktivierten Thrombozyten (Nieswandd2)(Watson 2005).

Die durch Kollagen ausgeltste Aggregation wird albem durch die Freisetzung sekundarer
Mediatoren wie ADP und TxAaus aktivierten Thrombozyten vermittelt (siehe ALW.
Dadurch werden zirkulierende Thrombozyten aktivientd tragen zum Thrombuswachstum
bei (Davi 2007)(Nieswandt 2001c). Bei GPVI-deplegga Mausen kann in vivo gezeigt
werden, dass bei arterieller Gefal3verletzung sow@hThrombozytenadhéasion als auch die
nachfolgende Thrombusbildung stark beeintrachtighd.s Dies unterstreicht die
Schlusselfunktion von GPVI fur diese Prozesse (Masgs2003).

2.2.3 Thrombozytenaggregation

Bei der Aggregation kommt es zur Vernetzung vonontivozyten untereinander, also zur
homotypischen Interaktion zwischen bereits adharenind zirkulierenden Thrombozyten.
Dieser Prozess ist entscheidend fir das Thrombisitan und die Relevanz der beteiligten
Faktoren ist abhangig von den vorherrschenden Swobdi@gungen (Jackson 2007).
Essentiell hierflr ist die Interaktion des wichtags Integrins der Thrombozyte,33
(GPlIbllla) mit Fibrinogen, aber auch mit VWF (Rygl1999).

2.2.3.1 Integrine der Thrombozyten

Integrine sind heterodimere Proteine die jeweils @ner nicht-kovalent verbundenenund
B-Untereinheiten bestehen. Auf Thrombozyten sindf fan und zwei verschiedeng-
Untereinheiten zu finden, wobei die Einteilung naddr 3, oder 3 Untereinheit erfolgt
(Hynes 2002). Die Bindung dieser Integrine ist aigg vom spezifischen Arginin-Glycin-
Aspartat Bindungsmotiv der Liganden (Xiong 2002)ie DLigandenbindung setzt die
Aktivierung der Integrine voraus, wodurch dieseeimen hoch affinen Zustand versetzt
werden, was als inside-out Signaling bezeichnetl wAndererseits fuhrt die Interaktion mit
Liganden zu intrazellularen Signalen, die mit aedeBignalen der Thrombozytenaktivierung
synergistisch wirken und so etwa die Aktinpolymiersng und —reorganisation regulieren,

was als outside-in signaling bezeichnet wird (ShE$98).
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Eine wichtige Funktion thrombozytérer Integrine listelie Vermittlung einer stabilen
Thrombozytenadhasion dar. Dies wird ermdglicht HurBindung unterschiedlicher
Komponenten der extrazellularen Matrix wie Vitrotweadurch o,p3, Kollagen durchasfs,
Fibronectin durchusp; sowie Laminin durchugB; (Shattil 2004).

2.2.3.2 Glykoprotein libllla

Das Integrinay,B3 ist Uber die Brickenbildung mit Fibrin vor allerir fdie Aggregation der
Thrombozyten verantwortlich und mit einer Kopienzaon etwa 80.000 das haufigste
Integrin  auf der Oberflaiche der Thrombozyten (siehAbb. 3). Nach
Thrombozytenaktivierung werden zudem weitekgBs Integrine von intrazytoplasmatischen
Membranen an die Oberflache rekrutiert (Shattil 3)@8&agner 1996). AulRerdem spielt
dieses Integrin in vivo und in vitro eine wichtigolle bei der Adhasion auf exponierter
subendothelialer Matrix und dysfunktionalem intaktEndothel (Massberg 2005)(Theilmeier
2002). Zu den Liganden zahlen Fibrinogen und FilfBannett 1979)(Hantgan 1988), VWF
(Ruggeri 1982), Vitronectin (Thiagarajan 1988), rbitectin (Ginsberg 1983) sowie
Thrombospondin (Karczewski 1989).

In unstimulierten Thrombozyten befindet sich GRI#bIin einem niedrig affinen Zustand fir
seine Liganden. Die Aktivierung kann entweder dulesliche Agonisten wie ADP, TxA
und Thrombin oder immobilisierte Agonisten wie vWbBer den GPIb-1X-V Komplex sowie
Kollagen durch GPVI erfolgen (Kasirer-Friede 20QBaniel 1998)(Hung 1992)(Nieswandt
2001b). Bei diesem Prozess der Affinitatsmodulatommt der Interaktion von Talin mit
dem zytoplasmatischen Anteil des Integrins eineschi@tidende Rolle zu (Petrich
2007)(Wegener 2007). Das inside-out Signaling fuhzur Demaskierung der
Ligandenbindungsstelle, die nun mit hoher Affini&it ihren Liganden binden kann (Smith
1994). Dies fuhrt zur Thrombozytenaggregation, mdgch Thrombozyten tber Liganden-
Bruckenbindungen gegenseitig vernetzen, wobeirmerdktion von Integrimy,z mit Fibrin
die entscheidende Bedeutung zukommt (lkeda 19913(f#1998). Zudem kdnnen weitere
zirkulierende Thrombozyten Uber die Immobilisierymgientieller Liganden, wie z.B. VWF,
an der Thrombozytenoberflache in den wachsendewnilus integriert werden (Shattil
2004).

Die Ligandenbindung hat auch eine Stimulation détside-in signalings zur Folge, was zu
fester Thrombozytenadh&sion, Ausspreizung auf esiiidarer Matrix, Retraktion des
Fibrinklots und Entstehung prokoagulatorischer ikdit beitrdgt (Fox 1990)(Ruggeri
1997a)(Schoenwaelder 1997)(Weiss 1991). Weiterhid wermehrt CD40-Ligand auf der



EINLEITUNG 14

Thrombozytenoberflache prasentiert und es kommtAktin abhéngigen Formveranderung
(Fox 1990)(May 2002)(Shattil 1998). Letzterer Vargaist abhangig von der Liganden
induzierten Oligomerisierung des Integrins, da namultivalente Liganden diese

Signalkaskade in Gang setzen kdnnen (Abrams 1994).

J GPIb-VAX @ fibrinagen
GPVIIFcRy TF tissue factor,
¥ GPCR o YWF

] resting e
S l:ﬂ'ulld} B

¥ resti
G )

activation / release firm adhesion /
thrombus growth

Abbildung 3: Thrombozytenadh&sion und -aggregatiorauf subendothelialer Matrix
Die Interaktion des GPIb-V-IX Komplexes mit VWF diglicht das Tethering und die initiale
Adhasion der Thrombozyten. Dadurch wird die Intéoak von GPVI mit Kollagen
ermdglicht, wodurch die Thrombozyten aktiviert wemdDies fuhrt zur Freisetzung von ADP
und TxA, sowie zur Umwandlung der Integrine in einen hochnah Status fur ihre
Liganden. Das aktivierte Integrimps (GPIIbllla) vermittelt die stabile Adhasion sowdes
Thrombozytenaggregation durch Briickenbildung niitifbgen und vWF.
(aus Varga-Szabo et al. Cell adhesion mechanispistelets. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 28 (2008) 403-412)

2.2.4 Mausmodelle
Bei der Untersuchung der Rolle von ThrombozytenHrozess der Okklusion des Ductus
arteriosus, werden drei Mausmodelle mit fehlendeer odysfunktionalen Thrombozyten

genutzt. Diese werden im folgenden Abschnitt nélaegestellt.

2.2.4.1 Mausmodell der Thrombozytopenie

Als Thrombozytopenie ist beim neonaten wie adulEmschen eine Thrombozytenzahl von
weniger als 150,000f Blut definiert. Ein vollstandiges Fehlen der Timoozyten durch einen
genetischen Defekt ist beim Menschen noch nichichveben worden. Obwohl beim
Menschen sekundare Thrombozytopenien weitaus lgiudigd als primare, werden letztere
doch mit zunehmender Haufigkeit diagnostiziert. nilch préasentieren sich kongenitale
Thrombozytopenien meist als Schleimhautblutunged Betechien oder Ecchymosen der
Haut. Bekannte vererbliche Syndrome mit Thrombqgzgtoe sind das Alport-, Wiskott-
Aldrich- und Bernard-Soulier-Syndrom (Drachman 2004
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In der vorliegenden Arbeit wird das NF-E2 knock Mddel von Shivdasani et al. verwendet,
bei dem eine néoKassette unmittelbar vor dem 5°-Ende der Sequenbasischen Doméne
im dritten Exon des p45 NF-E2 Gens insertiert widds translatierte Produkt ist inaktiv, da
es nicht mehr an die DNA binden und kein Heterodibilelen kann (Shivdasani 1995b).

Der basische Leucin Zipper Transkriptionsfaktor EE-st sowohl an der Regulation der
Thrombopoiese als auch der Erythropoiese betélijivdasani 1995a)(Shivdasani 1996). Er
ist ein Heterodimer, das aus einer vielfaltig experten p18 und einer p45 Untereinheit
besteht, die nur in der erythroiden und megakangoen Zelllinie sowie in Mastzellen
exprimiert wird (Andrews 1993). Die Thrombozytopenivird durch eine Stdérung der
terminalen Differenzierung von Megakaryozyten hegeoufen. Dies unterbindet die Bildung
von Pro-Thrombozyten, was auch die Abschnirungrdihrombozyten verhindert. Dadurch
lassen sich bei NF-E2Mausen keine Thrombozyten im peripheren Blut nasen (Lecine
1998). Auch die Proliferation von Vorlaufern der ¢égaryozyten ist beeintrachtigt. Im
peripheren Blut finden sich Partikel in einer Menga 4-8 x 1&/ul Blut, die Thrombozyten
ahnlich sind, aber eine stark gestoérte Organisatien Zellorganellen aufweisen. Zudem
reagieren die Partikel nur sehr schwach auf Agenistie Thrombin und weisen damit neben
morphologischen auch starke Funktionsdefizite ba¥if 1999).

Phanotypisch zeigen die NF-EMause eine vollstandige Thrombozytopenie, Splematdie
mit Megakaryozytose sowie eine hypochrome mikrazy®namie mit Retikulozytose. Alle
anderen Organsysteme weisen keine pathologischeiinderungen auf (Levin 1999). Die
hypochrome, microzytare Anamie wird durch eine Rejsstérung der Erythrozyten erklart,
die eine Splenomegalie und kompensatorische Rettdse hervorruft. Hamolyse,
Eisenmangel oder Blutungen kdnnen die Anamie dereTmicht erklaren. Die Expression des
Hamoglobin Gens, fur das NF-E2 ein Enhancer igt] Wwei den knock out Mausen nur leicht
beeintrachtigt (Shivdasani 1995a).

2.2.4.2 Mausmodell der Glanzmann Thrombasthenie

Die Glanzmann Thrombasthenie wurde zum ersten Ma ¥duard Glanzmann als
.hereditdre hamorrhagische Thrombasthenie* bedobinigGlanzmann 1918). Dabei handelt
es sich um eine autosomal rezessive Erkrankungjudieh quantitative und/oder qualitative
Veranderungen desps Integrins verursacht wird. Diey,- und Bz-Kette kdnnen hierbei
beide oder auch jede fiur sich betroffen sein (Bellul2002). Die Unterscheidung der
Subtypen erfolgt nach den Kriterien Aggregation imlombusretraktion. Bei Typ | kommt

es zu keinerlei Thrombozytenaggregation und Thrarditaktion, was auf eine fehlende
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Expression des Integrins zurtckzufihren ist. Typzéichnet sich durch eine fehlende
Thrombozytenaggregation, aber residuelle Thromlxadt®on aus, da es hier noch zu einer
geringgradigen Expression kommt. Daneben existisomh einige Varianten (George 1990).
Die Erkrankung wird beim Menschen typischerweisecduSchleimhautblutungen, Purpura
und Menorrhagien symptomatisch, meist auch schom kach der Geburt (Nurden 2005).
Diagnostische Kriterien sind eine fehlende Thronyi@zaggregation, eine stark verlangerte
Blutungszeit sowie eine abnormale Thrombusretraldtiei normaler Thrombozytenzahl und
-morphologie (Nair 2002). Zusatzlich ist die Thramabtenadhasion beeintrachtigt (Nurden
2006).

Da der GP lIbllla Rezeptor aus eingf,- und einerps-Kette besteht, kann sowohl durch
knock out des einen wie auch des anderen GenshdeoB/p der Glanzmann Thrombasthenie
erzielt werden. Dieps-Kette bildet mit deray-Kette allerdings auch dagyps Integrin
(Vitronectinrezeptor) auf Thrombozyten, dessen bawgter Ligand nicht Fibrinogen,
sondern Vitronectin ist (Kieffer 1991). Dig-Kette ist auch bei der Bildung von anderen
Integrinen auf einer Vielzahl von Zellen beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit wird das Modell von Eniaokus et al. verwendet, bei dem eine
Deletion des Gens derf,-Kette zum Phanotyp der Glanzmann Thrombastherd. ftdier
wurde durch Einbringung der Sequenz des GFPCreofgmioteins in das erste Intron des
gpllb Locus eine gpllb Nullallel erzeugt. Bei homygoten GPIIFTC"®cFPC\ausen kann
CDA41 auf keinem Zelltyp mehr nachgewiesen werdedass auch auf Thrombozyten der
GPIlIb/llla-Komplex nicht mehr exprimiert wird (Emdmkus 2003). Da dieyp-Kette
ausschlief3lich mit de¥s-Kette kombiniert, betrifft die Deletion spezifiscas thrombozytare
GP lIbllla Integrin. In vivo kann nachgewiesen wamd dass bei dieser knock out Maus
Thrombozytenaggregation und -adhasion auf aktemert Endothel und exponierter
subendothelialer Matrix stark beeintrachtigt sifésberg 2005).

2.2.4.3 Das anti-GPVI behandelte Mausmodell

Die Interaktion zwischen Thrombozyten und Kollaggmelt eine wichtige Rolle bei der
Initierung von Hamostase und Thrombose in vivor Rizteren Prozess dient GPVI als
zentraler Rezeptor (Nieswandt 2003). Bei Patientedie im Rahmen von

Autoimmunerkrankungen Antikorper gegen diesen Thromytenrezeptor bilden, ist eine
milde Blutungsneigung sowie die fehlende Thrombeagggregation auf Stimulation durch
Kollagen zu beobachten (Sugiyama 1987). Ubereimsénd kann bei der Maus gezeigt

werden, dass ein GPVI-depletierender Antikérper Barombozyten einen refraktéren
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Zustand gegeniber der Aktivierung durch Kollagerd wine verlangerte Blutungszeit
induziert (Nieswandt 2001c). Ebenso fihrt ein Adtper, der die wichtigste
Kollagenbindungsstelle von GPVI blockiert, bei em@&lodell fir arterielle Thrombose der
Maus in vivo zu einer starken Beeintrachtigung emombozytenadhasion und —aggregation.
Dies zeigt, dass GPVI essentiell fir die arteri&éheombusbildung ist (Massberg 2003).

In der vorliegenden Arbeit wird ebenfalls ein GRMdckierender Antikorper verwendet: um
den thrombozytaren Adhasionsrezeptor GPVI zu béyeki, wird ein monoklonales rabbit
anit-mouse GPVI ImmunglobulinG (IF 5-1-11) verwenhdgieser Antikdrper wird analog zu
bereits beschriebenen Methoden hergestellt (Kreni@85). Zur Gewinnung monoklonaler
Antikdrper werden Kaninchen mit einem adenoviralHalLa-Zellen exprimierten murinen
GPVI-Fc Fusionsprotein immunisiert. Zur Herstelluran Hybridomzellen wird die Myelom
Zelllinie P3X63 Ag 8.653 mit Milzzellen aus dem immisierten Kaninchen fusioniert. Der
Uberstand der Hybridomzellen wird auf Antikdrpetensucht, die spezifisch mit dem GPVI-
Fc Fusionsprotein reagieren. Die Ig-Klasse wird mdnoklonalen Antikérpern (anti-IgM,
anti-lgG Subklasse) aus der Maus bestimmt. Um diraklonalen Antikorper aufzureinigen,
wird eine Protein G-Sepharose Saule verwendet.Spexzifitdt des Antikdrpers wird durch
einen Western Blot gegen GPVI-Fc und Kontroll FotBin verifiziert (Massberg 2004). Mit
der Gabe dieses Antikorpers ist der wichtigste Remxefir Adhasion, Aktivierung und
Aggregation von Thrombozyten auf Kollagen block{&teswandt 2003).

2.2.5 Interaktion von Thrombozyten und Progenitorzéen

Thrombozyten sind nicht nur am thrombotischen Gedégthluss beteiligt, sondern spielen
auch eine wichtige Rolle beim Gefal3remodelling. etie prompte Adh&sion von
Thrombozyten im Bereich von GefalRverletzungen fiont Bildung eines thrombozytaren
Rasens, dessen Adhasionsmolekiile die Rekrutieruriulierender Leukozyten und
Progenitorzellen unterstutzt. Zudem sezerniereiviakie und adharente Thrombozyten eine
Reihe von Chemokinen, die zusétzlich die Akkumalatlieser Zelltypen vermitteln. Fur die
Beteiligung von Progenitorzellen aus dem Knochehknagr Reparatur und Remodelling von
Gefal3lasionen finden sich in der Literatur zahhleitinweise. Diese Zellen differenzieren
sich dort in glatte Muskelzellen und Endothelzellddiang 2004)(Sata 2002)(Sata
2003)(Shimizu 2001)(Simper 2002). Bei der Rekrutigy dieser Progenitorzellen werden
Thrombozyten als wichtiger Faktor angesehen (MagsBB06). Erst in den letzten Jahren
wurden einige wichtige Mechanismen der Interaktidieser beiden Zelltypen néher

untersucht.
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So kann in vivo gezeigt werden, dass nach Verlgizder Arteria carotis der Maus
Progenitorzellen aus dem Knochenmark in Abhangtgken der Thrombozytenadh&sion
innerhalb von 5-10 Minuten im Bereich der Gefaldlagiekrutiert werden (siehe Abb. 4). Bei
diesen Zellen handelt es sich um CDS8Kit'Sca-ILin" Zellen des Knochenmarks (Massberg
2006). Progenitorzellen kdnnen nicht direkt mit @etrazellularen Matrix interagieren, da
ihnen entsprechende Adhasionsrezeptoren fehlen.ocledverfigen sie Uber die
Adhé&sionsrezeptoren PSGL-1 und VLA-4 (Massberg 20@@&ren Bindungspartner P-
Selektin und VCAM-1 fir das Homing in das Knochenknassentiell sind (Frenette
1998)(Mazo 1998). Die direkte Interaktion von akditen Thrombozyten mit
Progenitorzellen wird durch P-Selektin/PSGL-1 veétetti. P-Selektin ist auch an der
Interaktion von Thrombozyten mit Leukozyten betgili(Diacovo 1996). Wird die
Thrombozytenadhasion im Bereich einer Gefal3lasmerbunden, kommt es auch nicht zur
Adhasion von Progenitorzellen (Massberg 2006). Adnech die Thrombozytenaggregation
beeinflusst die Akkumulation von Progenitorzellesa bei GPIlIb knock out Mausen
signifikant weniger Progenitorzellen an der Geféi®id zu finden sind (Massberg 2006).
Weiterhin scheinen weitere Thrombusbestanteile Wilerin fir die Rekrutierung von
Bedeutung zu sein (de Boer 2006).

Die Thrombozytenaktivierung fuhrt zur Freisetzures Chemokins SDFelaus den alpha-
Granula der Thrombozyten (Massberg 2006)(Jin 20D&ses Chemokin hat eine stabilen
Anhaftung der Progenitorzellen an den Thrombusamé&ndothelzellen zur Folge (Massberg
2006)(Peled 1999). Von SDFRelist bekannt, dass es Progenitorzellen aus dem ZRlut
vaskularen Intima rekrutiert (Schober 2003)(ZermecR005). Dabei kommt es zur
Aktivierung der Integrine LFA-1 und VLA-4 auf humem CD34 Zellen (Peled 2000). Die
funktionelle Blockierung von SDFelbeeintrachtigt die Akkumulation von Progenitoreall
an Gefal3lasionen (Massberg 2006). Dies kann auchddre Thrombozyten abhangigen
Rekrutierung von Progenitorzellen an aktiviertesd&hel nach Ischamie/Reperfusions-
Verletzung gezeigt werden (Stellos 2008).

Zudem modulieren Wachstumsfaktoren von Thrombozywgs Proliferations- und
Differenzierungsverhalten von Progenitorzellen én Neointima. Dabei spielen Faktoren wie
PDGF-BB, VEGF, aber auch SDFktleine Rolle (Hu 2004)(Ponomaryov 2000)(Simper
2002). In vitro fuhrt die Kultivierung von Thrombgien mit murinen embryonalen
endothelialen T17b Progenitorzellen zu deren Deffieierung in reife Endothelzellen (Langer
2007). Weiterhin koénnen hierdurch aus CD32rogenitorzellen auch Makrophagen und

Schaumzellen entstehen (Daub 2006). Die Differennig von CD34 Zellen in endotheliale
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Progenitorzellen ist in vitro bei Kultivierung mithrombozyten zudem abhangig von
thrombozytdrem SDFel (Stellos 2008). Aul3erdem beobachtet man eine PBIBRangige
Migration endothelialer Progenitorzellen in den dmbus, was die Endothelialisierung des
Thrombus ermdglicht (Langer 2006).

GPIIb-TTTa orv-act, st I : Ry bone mnl‘l‘ow-deriifﬂ’-d
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Abbildung 4: Adhéarierende Thrombozyten rekrutieren Progenitorzellen aus dem
Knochenmark zu Gefal3verletzungen

Innerhalb von Minuten kommt es durch die Expositienbendothelialer Matrix zur
Thrombozytenadhasion vermittelt durch den GPIb-VH¥mplex und GPVI. Nach der
Aktivierung von GPlIbllla sezernieren die Thrombtey SDF-i und exprimieren P-
Selektin auf ihrer Oberflache. Dadurch wird die Rederung von CXCR4Progenitorzellen
Uber die PSGL-1-P-Selektin Interaktion innerhalbnvMinuten nach Gefal3verletzung
ermdglicht. Im weiteren Verlauf sezernieren apdptbie glatte Muskelzellen SDFel
(ausMassberg, S. et al. Platelets secrete stromabtleeiN«ed factor 1alpha and recruit bone
marrow-derived progenitor cells to arterial thrombvivo. J.Exp.Med. 203 (2006) 1221-
1233)

2.3 Neointimaentstehung

Das intimale Remodelling im Rahmen des anatomistfaschlusses des Ductus arteriosus
wird von einigen Autoren als Neointimaformation eehnet und mit Mechanismen der

pathologischen  Neointimaformation  verglichen (de edd 1988)(de Reeder

1990b)(Gittenberger-De Groot 1985)(Silver 1981)(®bo1992)(Tannenbaum 1996)(Yoder
1978). Im Folgenden werden die Ablaufe der pathetdgen Neointimaformation dargestellt,

wobei insbesondere der Einfluss der Thrombozytéuli@sen Prozess erdrtert wird.
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2.3.1 Pathophysiologie und Histologie der Neointinfarmation

Die Bildung einer Neointima ist als eine Reakti@r drteriellen GefalRwand auf eine Vielzahl
von schéadigenden Einflissen zu verstehen, die e#sanderung der zellularen
Zusammensetzung und der extrazellularen Matrix dremfen (siehe Abb. 5)(Newby
2000)(Schwartz 1995). Dieser Adaptationsmechanismeis Gefallwand fihrt zu einer
Intimahyperplasie und Intimaverdickung, also zteeiBunahme sowohl der Zellzahl als auch
der extrazellularen Matrix innerhalb der Intima,sn@ne Lumeneinengung der betroffenen
Gefalle zur Folge hat (Newby 2000). Fir Remodellingpd Reparatur der
GefalRwandverletzung ist die Proliferation von Ehet#ellen und vaskularen glatten
Muskelzellen von groRer Bedeutung (Schwartz 19®i¢ Prozesse in diesen L&sionen
weisen Parallelen zu nicht voll ausheilenden Wuraldr{Farb 2004).

Dieser progrediente Umbau von Gefal3en ist bei eingelzahl pathologischer
GefalRveranderungen zu beobachten. Als Schlissmiéaktfir die Neointimaformation
werden endotheliale Denudation, mechanische Vegtz chronische Entzindung oder
Erhohung des Wandstresses gesehen. So ist diessrsBretwa bei pulmonaler Hypertonie,
vendsen Koronar-Bypassen oder nach Ballonangioplasid Stenting von Koronararterien
zu beobachten (Dilley 1988)(Farb  1999)(Weiser 1995Auch chronische
Entzindungsreaktionen  wie  Atherosklerose  und  Ahstg8reaktionen  nach
Organstransplantation kénnen eine Neointimabilddmegvorrufen (Ross 1999)(Salomon
1991).

Das am besten untersuchte Modell ist die ReaktremnAlteria carotis der Ratte auf eine
Ballonangioplastie. Hierbei kommt es zunachst nereerstérung des Endothels, wodurch
Thrombozyten adhéarent werden und sich ein muralgombus ausbildet (Clowes 1983b).
Hierbei scheint die Freisetzung von PDGF von emisiemder Bedeutung fir die
Neointimaformation zu sein, denn PDGF fordert dmliferation und Migration glatter
Muskelzellen der Media (Ferns 1991)(Ross 1990).ivte Thrombozyten sezernieren
weitere proinflammatorische Mediatoren wie Txénd Serotonin, die eine ahnliche Wirkung
wie PDGF ausweisen (Pakala 1997). Zudem kommt eAzoptose glatter Muskelzellen der
Media (Clowes 1983b). Dies scheint ein adaptivem®dellingprozess der Gefallwand zu
sein, um bei Abnahme des Blutflusses eine permarteontraktion gewéhrleisten zu kénnen
(Walsh 2000). Hierauf erfolgt innerhalb von viergéa die Proliferation und Migration
glatter Muskelzellen aus der Media Uber die Lantitastica interna in die Intima (Clowes
1983b) (Lindner 1991). Voraussetzung dafir ist eMadulation des Phanotyps von einem

differenzierten kontraktilen zu einem weniger difflezierten synthetischen Typ glatter
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Muskelzellen (Thyberg 1998). Die Migration wird dbrThrombozyten beeinflusst, da bei
Thrombozytopenie die Neointimabildung stark bedictitigt wird (Fingerle 1989). Neuere
Untersuchungen legen nahe, dass die Zellen dernbi®ai nicht nur aus der lokalen
GefaBwand stammen, sondern auch zirkulierende Ritogeellen zur Lasion rekrutiert
werden (Sata 2002), worauf im Folgenden néher gemygen wird. Nachfolgend kommt es
fur Wochen bis Monate zur Proliferation der neongien Zellen, vor allem derer, die sich
nahe am Lumen befinden (Clowes 1983a)(Clowes 198&@s wird durch ein gesteigertes
Ansprechen auf Mitogene wie IGF-1, TGF-beta, bF®@# @Angiotensin Il erklart (Cercek
1990)(Daemen 1991)(Lindner 1991)(Majesky 1991). Dachstum der Intima ist in der
spateren Phase vor allem auf die Ablagerung extudérer Matrix zurlickzuftihren. So
kommt es zur vermehrten Synthese von Hyaluronafiagen Typ |, Elastin und Fibronectin
durch die glatten Muskelzellen der Intima (Thyber®97)(Wight 1995). Die vermehrte
Expression von Matrix Metalloproteinasen treibt &esnodelling der extrazellularen Matrix
weiter voran, welches die Migration glatter Musletlien begtnstigt (Bendeck 1994).

Bei der Neointimaformation nach Stentimplantati@mni Menschen laufen &hnliche Prozesse
ab. Der Prozess der In-Stent Restenose fuhrt zdwAerung des Gefalldurchmessers und der
Lumenweite. Dies ist unter anderem durch die vertedProduktion von Wachstumsfaktoren
wie PDGF und TGF-beta gekennzeichnet, wodurch e®mliferation glatter Muskelzellen
und Kollagenablagerung kommt (Ward 2000). Der nmrdlhrombus wird durch
Makrophagen und alpha-actin negative spindelférndgden invadiert, von denen nicht
bekannt ist, ob sie dedifferenzierte glatte Musékdn aus der lokalen Media sind oder von
zirkulierenden Progenitorzellen abstammen (Komage8). Makrophagen setzen Cytokine
und Wachstumsfaktoren frei, welche die Proliferationd Migration glatter Muskelzellen
unterstitzen (Ross 1993). Dies ist im Sinne eirrgafiisation des Thrombus mit Bildung von
Granulationsgewebe zu sehen, wobei einwanderndee diéuskelzellen eine Proteoglykan
reiche Matrix synthetisieren (Carter 1994). Hierb&prreliert das Ausmall der
Intimahyperplasie positiv. mit dem Grad der initraleMediaschadigung sowie der
Makrophageninfiltration (Farb 1999)(Virmani 1999).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Neointim@rmation nach Angioplastie
Zunachst kommt es an der Gefal3verletzung innerkifbester Zeit zur Thrombusbildung,
gefolgt von der Einwanderung von Entzindungszellkemerhalb eines Tages wird die
Proliferation der neointimalen Zellen induziert, inveiteren Verlauf wird vermehrt
extrazellulare Matrix produziert. Diese Prozesderdil zur Hyperplasie der Intima, was die
Stenosierung des Lumens zur Folge hat.

(aus Weintraub, W. S. The pathophysiology and buadeestenosis. Am.J.Cardiol. 100
(2007) 3K-9K)

2.3.2 Rolle von Chemokinen bei der Neointimabildung

Die strukturellen Veranderungen der GefalRwand irhnien der Neointimabildung werden
durch eine Vielzahl von Botenstoffen beeinflussth@&er 2007). Im folgenden wird auf die
wichtigsten Chemokine néher eingegangen, die an Kaerdination dieses komplexen
Prozesses beteiligt sind.

Es kann gezeigt werden, dass Entziindungszellebesoadere Monozyten zur Progression
des arteriellen Remodellings beitragen (SchobebR0Bo kommt es nach Gefaldverletzung
zur vermehrten Expression von MCP-1 (CCL2) in deefgBwand und zu erhohten
Plasmaspiegeln. Adharente Thrombozyten immobiksieMCP-1 an ihrer Oberflache und
ermdglichen so die Rekrutierung von Monozyten (®$en@004). Die Produktion von MCP-1
in den glatten Muskelzellen der lokalen Gefa3wandd werstarkt durch thrombozytare
Faktoren wie PDGF und Thrombin (Taubman 1992)(Wea885). Eine Blockierung von
MCP-1 oder seines Rezeptors CCR2 reduziert die Mlembildung einerseits durch die
Inhibition der Makrophageninfiltration, andererseitlurch die verminderte Proliferation
glatter Muskelzellen (Schober 2004)(Furukawa 1999) die Fraktalkine/CXCR1-Achse
konnte eine ahnliche Wirkung gezeigt werden (Le&tiR3)(Liu 2006). Die Expression von
Fraktalkine auf aktiviertem Endothel fihrt zur Stilstion der P-Selektin Prasentation auf
adharenten Thrombozyten, die hierdurch Leukozytekrutieren kénnen (Schulz 2007).

Ferner wird RANTES aus aktivierten Thrombozytenigesetzt und beeinflusst tber die
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Regulation der Monozytenadhasion die Atherogenesd WMeointimaformation (Huo
2003)(Schober 2002).

Da auch zirkulierende Progenitorzellen aus dem Kaomark zur Neointimabildung
beitragen (Sata 2002), wurden die Mechanismen Madilisierung und Rekrutierung naher
untersucht. SDF4l ist ein chemotaktischer Faktor fiir CD3Brogenitorzellen und reife
Blutzellen wie Lymphozyten und Monozyten (Aiuti I9®Bleul 1996). Nach einer
Gefallverletzung kommt es rasch zur Sekretion voR-SDaus aktivierten Thrombozyten,
die damit initial die Hauptquelle fur SDFtIdarstellen (Jin 2006)(Massberg 2006). Spater
wird SDF-Io. auch in glatten Muskelzellen der Media vermehgrawriert (Zhang 2006). In
atherosklerotischen Plaques wird SD&-on Thrombozyten, glatten Muskelzellen,
Endothelzellen und Makrophagen stark exprimierti{Abunes 2000). Eine wichtige Rolle
kommt dabei HIF-1 zu, der in hypoxischem Gewebe @rhthte Expression aufweist und
zur vermehrten SDFel Bildung fuhrt (Ceradini 2004). Die Transkriptiorarkn aber auch
durch VEGF und IL-1 induziert werden (Grunewald @00

Durch SDF-&r kommt es zur Mobilisierung von Progenitorzellendas periphere Blut, wie
dies fur CXCRZ (Ceradini 2004), c-kitlin~ Sca—f(Zernecke 2005), c-Kitlin" Sca-1 (Shen
2001) Zellen gezeigt werden konnte. Wie unter 2ir2.Betail beschrieben, ist SDF+-an der
Rekrutierung von Progenitorzellen zu Gefal3verlegemnbeteiligt (Massberg 2006). Bei der
Neointimabildung nach Gefal3verletzung kommt SlaF€ine zentrale Rolle durch die
Rekrutierung zirkulierender hamatopoietischer \ioi#izellen zu. Entsprechend verringert
die Inhibition der SDF-1/CXCR4-Achse die Neointinldbng deutlich, insbesondere durch
eine reduzierte Akkumulation glatter Muskelzell&cljober 2003)(Zernecke 2005).

2.3.2 Rolle von Vorlauferzellen bei der Neointimalung

Zentrales Charakteristikum einer Vielzahl sten@sider Gefal3erkrankungen ist eine
Uberschiel3ende intimale Akkumulation glatter Mus&lén (Ross 1993)(Ross 1999). Lange
Zeit wurde angenommen, dass es sich bei diesemtimealen Zellen ausschlieRlich um
immigrierte glatte Muskelzellen aus der lokalen hMe#andelt (Schwartz 1998). Neuere
Untersuchungen legen jedoch nahe, dass auch =ar&ntde Progenitorzellen zur
Neointimaformation beitragen.

So konnen Sata et al. zeigen, dass nach Induktion &ndotheldenudation und

Mediaapoptose 63% der Zellen der Neointima aus Heochenmark stammen und an der

Gefalllasion zu aIpha-SI\/TAund CD31 Zellen differenzieren. Bei atherosklerotischen

Plaques in ApoI’:‘ Mausen weisen 42% der neointimalen aIpha—§|\ZAIIen eine Herkunft
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aus dem Knochenmark auf (Sata 2002). Das AusmaRelautierung der Zellen aus dem
Knochenmark ist dabei abhéangig von der SchwereGagéaRschadigung und dem Grad der
Apoptose der Mediazellen (Tanaka 2003). Zudem kaienHyperplasie inhibiert werden
durch die Blockierung von Chemokinen wie MCP-1 (Fawa 1999) und SDFel(Zernecke
2005) sowie von Adhasionsmolekiilen wie P-Selektay@shi 2000). All dies deutet darauf
hin, dass es sich bei diesen eingewanderten Zeitdt nur um lokale glatte Muskelzellen,
sondern auch um zirkulierende Zellen handelt (IW2@87). Die Charakterisierung dieser
zirkulierenden Vorlauferzellen ist allerdings urteditlich, da unterschiedliche

Zellpopulationen zur Ausbildung dieses Zelltypstitagien konnen. So kommt es sowohl bei
Injektion unselektierter Knochenmarkzellen (Satzi85), als auch c-KitSca-TLin’ (Saiura

2001) und c-kit Sca-T PDGFR-beta Lin~ Zellen (Zernecke 2005) zur Rekrutierung der
applizierten Zellen in den Bereich der Gefal3lasmouned anschlielenden Differenzierung in
alpha-SMA’ Zellen.

Weiter kénnen Asahara et al. nachweisen, dassligrénde CD32 Progenitorzellen in der
Maus zu akuten Gefal3schadigungen rekrutiert wendendort zur Neovaskularisierung und
Reendothelialisierung beitragen (Asahara 1997). fela@utierten Zellen fihren durch die
Wiederherstellung der Endothelintegritat zur Redumg der Neointimabildung und damit
auch der Lumeneinengung (Werner 2003). Weiterhihakannt, dass dieser Vorlauferzelltyp
nicht nur durch Inkorporation in neu entstehendesddthel, sondern auch durch
proangiogene Cytokine, welche die Migration und liRn@tion von Endothelzellen
stimulieren, zum GefaRremodelling beitragt (Gul2003)(Gunsilius 2000). Nach der
Implantation einer Dacron-Gefal3prothese bei Hundeaer Aorta bildete sich das Endothel
ausschlieRlich aus CD3MEGFRZ zirkulierenden Zellen, was direkte Evidenz fur Relle
endothelialer Progenitorzellen liefert (Shi 1998 Quelle fir endotheliale Progenitorzellen
kommen hamatopoietische Stammzellen, myeloide Zel@rkulierende undifferenzierte
Progenitorzellen oder zirkulierende reife Endotekén in Frage (Urbich 2004). Als
wichtigster AuslOser fur die Mobilisierung und Reterung dieser Vorlauferzellen wird die
Gewebeischamie angesehen, wobei beim akuten Myokarkt VEGF und SDF-d als
wichtigste Botenstoffe fungieren (Lee 2000)(Pikatii 2001)(Yamaguchi 2003). Die
Charakterisierung dieser Progenitorzellen ist eddenfineinheitlich. Die Differenzierung zu
Endothelzellen im GefaRsystem konnte in vivo bei 1I@BVEGFRZ (Urbich 2004),
CD34VEGFRZ (Shi 1998), CD3W%EGFRZCD133 (Peichev 2000) sowie CD34
CD133VEGRRZ (Friedrich 2006) Zellen gezeigt werden. Allerdinigs unklar, ob diese
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unterschiedlichen Marker nur verschiedene Diffelemmgsstadien des gleichen Zelltyps
darstellen(Urbich2004).
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3 Problemstellung

Der Verschluss des Ductus arteriosus kurz nach Geburt spielt in der postnatalen

Kreislaufadaptation des Neugeborenen eine zentaldle. Dieser physiologische

Gefalverschluss ist in seinen zellularen Vorgangem wie vor nicht vollstandig verstanden

und nur unzureichend untersucht. Da es im ZugeesdigRrozesses zur Ischamie der

GefaBwand mit nachfolgender Verminderung der RPGHEd NO-Synthese (Kajino 2000),

Ausschittung proinflammatorischer Mediatoren sowie@rmehrter Expression von

Adhasionsmolekilen kommt (Waleh 2005), ist auch wmiher Dysfunktionalitat oder

Kontinuitatsstorung des Endothels zu rechnen. ditgs ist auch bekannt, dass

Thrombozyten essentiell sind fur den pathologisclBefallverschluss, bei dem ahnliche

Veranderungen in GefaBwand und Endothel zu beobackind. Vorrangiges Ziel der

vorliegenden Arbeit ist es daher, genauer zu umtben, ob und gegebenenfalls wie

Thrombozyten am Verschluss des Ductus arteriostasligesind.

Das intimale Remodelling in der Phase des anattmamsc/erschlusses wird von einer

Vielzahl an Autoren als Neointimabildung bezeichngle Reeder 1988)(de Reeder

1990a)(Gittenberger-De Groot 1985)(Silver 1981)(%01992)(Tannenbaum 1996)(Yoder

1978). Die Entstehung einer Neointima kann bei evielpathologischen arteriellen

GefaRveranderungen beobachtet werden und weigeedktinlichkeiten zu den postnatalen

Vorgangen im Ductus arteriosus auf (Ward 2000). axthvon Modellen des pathologischen

GefalRremodellings bei der Maus ist gezeigt wordlss Thrombozyten auch an diesem

Prozess beteiligt sind. Uber die Sekretion promfizatorischer Zytokine und Chemokine

induzieren sie die Rekrutierung zirkulierender @ellsowie die Migration wandstandiger

glatter Muskelzellen (Gawaz 2008)(Massberg 20053dWarg 2006).

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Einblick in didlakiren Ablaufe des postnatalen Verschluss

des Ductus arteriosus zu erlangen, wobei das Augenrbesonders auf der Rolle der

Thrombozyten bei der Obliteration des Lumens sdogien intimalen Remodelling liegt:

1. Zunachst soll die Frage beantwortet werdenyrabin welcher Weise Thrombozyten
am Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt sibdbei werden die fur die
Thrombusbildung verantwortlichen Faktoren mitteletMbden der Immunhistologie
und Immunfluoreszenz untersucht.

2. Um die funktionelle Relevanz der Thrombozytenanalysieren, wird der Verschluss
des Ductus arteriosus angiographisch an Modellent rbeeintrachtigter

Thrombozytenfunktion untersucht.



PROBLEMSTELLUNG 27

Da Thrombozyten beim pathologischen GefalRrertindeleine wichtige Rolle

zugeschrieben wird, soll in der vorliegenden Arheitersucht werden, ob und wie
Thrombozyten an der Induktion des intimalen Remlodws und dem

Proliferationsverhalten luminaler Zellen im Ductaderiosus beteiligt sind. Hierzu
wird die Zellzahl der Neointima von GP1ib NF-E2" und mit anti-GPVI Antikorper

behandelten Mausen mit der Zellzahl entsprechefdetrolltiere histomorphologisch
verglichen. Auch wird das Proliferationsverhalterimaler Zellen des postnatalen
Ductus arteriosus von Wildtyp und GPflbMausen mittels Immunfluoreszenz
verglichen.

Schliel3lich sollen die luminalen Zellen mithilider Identifikation verschiedener
Oberflachenmarker naher charakterisiert werdenrzdievird der Ductus arteriosus zu
verschiedenen Zeitpunkten postnatal entnommen untelsn Methoden der

Immunbhistologie und Immunfluoreszenz mikroskopisghtersucht. Um die RNA-

Expression von Zellen innerhalb und aul3erhalb dmniba elastica interna mittels
PCR selektiv untersuchen zu konnen, soll die Lad&ikredissektion und konsekutive

RNA-Analyse zum Einsatz kommen.
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4 Material und Methoden

4.1 Vorbemerkung und Versuchsplan

Das Tierversuchsvorhaben ist von der Regierung @barbayern gemalfd 88 des deutschen

Tierschutzgesetzes vom 25.05.1998, letzte Fassamg28. Dezember 2006, genehmigt.

Anzahl ausgewerteter

Untersuchungsmethode Ziele Tiere/Altersgruppe
pranatal [1h | 12h  [24h
PCR Feststellung des Genotyps alle geziichteten Tiere
Hamatoxylin-Eosin-Farbung | Beurteilung von Morphologie, 3 3 3 3
serieller Querschnitt des DA | Zellzahl, Zeitverlauf
HE-Féarbung bei wt, Zellzahl und Flache innerhalb wt=8
GPIIb k/o, NF-E2 k/o, der Lamina elastica interna, Isotyp=5
NF-E2 wt, anti-GPVI Morphologie GPlIb=7
und Isotyp GPVI=5
NFE2=7
NFE2wt=6
Ki67 Immunfluoreszenz bei | Proliferationsrate innerhalb je3
wt, GPIIb wt, GPIIb k/o der Lamina elastica interna
Immunhistologie CD41, Nachweis der Je 3 je3 je3 je3
VWEF, Fibrin, Kollagen Typ | | Thrombusbildung im DA
Immunfluoreszenz Charakterisierung der Zellen Je 3 je3 je3 je3
Veranderungen im Zeitverlauf
Laser-Mikrodissektion Isolierung des Bereichs 12
innerhalb der L.e.i.
PCR der LPC-Proben Charakterisierung der Zellen je 2-6
innerhalb/aufRerhalb der L.e.i.
Angiographie bei wt, Untersuchung der funktionellen wt=20
Isotyp, GPllb k/o, anti-GPVI | Relevanz von Thrombozyten Isotyp=15
NF-E2 k/o, NF-E2 wt und SDF-1-alpha fur den GPlIb=16
und anti-SDF-1a Verschluss des DA GPVI=13
NFE2=13
NFE2wt=7
SDF-1=10
Isotyp=15

DA: Ductus arteriosus
HE: Hamatoxylin-Eosin

L.e.i.: Lamina elastica interna
LPC: Laser Pressure Catapulting

Tabelle 1: Versuchsplan

PCR: Polymerase chain iaact
SDF-1: Stromal cell deriviadtor 1

VWF: von WillebdalRraktor
wt: Wildtyp
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4.2 Versuchstiere

Bei den untersuchten Tieren handelt es sich umeatsmrgne Mause. Diese Mause aus dem
C57BI6/J Stamm werden als Wildtypen oder nach Belugig mit Antikbrpern gegen GPVI
oder SDF-& verwendet. Die knock out Mause fir GPIllb und dir&spondierenden
GPIIb™ Tiere haben ebenfalls einen C57BI6/J-HintergruBiigmbokus 2003). Die pranatal
und eine Stunde postnatal gewonnen Proben werdersév&entnommen, die durch Sectio
Caesarea entwickelt wurden, alle anderen Mauseenexdf nattrichem Wege ohne weitere
Behandlung geboren. Fir die préanatalen Préparatdewedie Mause am errechneten 18.
Gestationstag durch Sectio Caesarea entwickelt;ittelbar danach wird der Ductus
arteriosus entnommen. Dies dient zur BeurteilungMierphologie des Ductus arteriosus in
utero vor der normalen Geburt.

Die Mause werden standardisiert in Makrolonkafiges Typs Il gehalten, in denen maximal
sechs Tieren auf Fasereinstreu (Altromin GmBHCo KG, Lage-Lippe, Deutschland)
gehalten werden. Das Wasser und das Futter (Altréthaltungsfutter Maus/ Ratte, Altromin
GmbH & Co KG, Lage-Lippe, Deutschland) steht fur die &ied libitum zur Verfligung.
AulRerdem wird den Tieren sterilisierter ZellstoffduKriechrohrchen aus Pappe zum Nestbau
zur Verfigung gestellt. Die Umgebungstemperatyt leei konstanter Beluftung zwischen 20
bis 25°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 60% bis 70%. Dasldichtungsregime besteht aus
einem geregelten Hell-Dunkelrhythmus, wobei in H&llphase 50 bis 100 Lux im Kéafig
erreicht werden. In regelmaRigen Abstanden werdetJberwachung des Gesundheitsstatus
serologische, bakteriologische und parasitologisddatersuchungen nach FELASA
Richtlinien durchgefuhrt.

Fur die Behandlung mit anti-GPVI Antikdrper und demtsprechende Isotyp-Kontrolle
werden C57BI6/J Mause gezielt verpaart, um derhtigen Weibchen zwo6lf Stunden vor
dem errechneten Geburtstermin nach 18,5 Tagenug0fles jeweiligen Antikdrpers
intraperitoneal zu injizieren. Tritt die Geburt Inicinnerhalb von zwdlf Stunden nach
Injektion ein, so wird den trachtigen Weibchen etr20Qug des Antikdrpers injiziert. Damit
wird erreicht, dass zwischen Injektion und Geburthstens ein Abstand von zwdlf Stunden
besteht. Bei dem verwendeten Antikdrper handeliels um Immunglobulin G, das einen
transplazentaren Transport gewahrleistet. Fir dieswertung werden n=7 Mause
bertcksichtigt. Als Isotyp-Kontrolle dient ein Igntikorper (IgG-Isotyp LMP 2A-TP), der
n=5 in die Auswertung einbezogenen Mausen injiziearde. Seine Herstellung erfolgt

analog zur oben beschriebenen Methode.
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4.3 Entnahme des Ductus arteriosus
Aus den Versuchstieren wird der Ductus arteriosusvier verschiedenen Zeitpunkten
entnommen:

1. pranatal am 18. Gestationstag

2. eine Stunde postnatal

3. zwdlf Stunden postnatal

4. 24 Stunden postnatal
Fur jede Untersuchung werden Proben von mindesties unterschiedlichen Tieren
ausgewertet. Zur Narkotisierung der Mause wird Madam (50 mg/kg Kdorpergewicht,
Ratiopharm, Ulm, Deutschland), Medetomidin (5 mgKkdrpergewicht, Pfizer, Karlsruhe,
Deutschland), und Fentanyl (0.5 mg/kg Kérpergewi€hiraMed Pharma GmbH, Minchen,
Deutschland) intraperitoneal injiziert. Nach Erliden der Schmerzreflexe werden die Tiere
mittels Durchtrennung des zervikalen Riuckenmarki$tge Nach medianem Halsschnitt,
Sternotomie und Rippenteilresektion wird der DA whid Vena cava dargestellt. Mittels
ventrikularer Applikation von 2ml steriler 95% vKochsalzlésung und Erdffnung der Vena
cava wird das Tier vollstandig entblutet. Hieratfbgt die Sternotomie zur Darstellung des
Ductus arteriosus. Nach Abtrennung des AnsatzeSoata und Arteria pulmonalis wird der

Ductus arteriosus entnommen.

4.4 Praparation des Ductus arteriosus

4.4.1 Anfertigung von Paraffinpraparaten

Fur Histologie und Immunhistologie werden in Fonmalfixierte Paraffinpraparate

angefertigt. Hierzu wird der entnommene Ductus rmses fur 3 Stunden in 4%

Paraformaldehydlosung fixiert. Anschlie3end erfalgt Einbettung in ein 4% Agargel (Agar,
usb corporation, Cleveland, USA) gelost in destittm Wasser. Dies erleichtert die
Ausrichtung des GefalRes und schiitzt das Prapadit @uden folgenden Schritten der
Paraffin-Einbettung. Dazu wird das Gel in die Ldchaner Zellkulturplatte (Falcon

Zellkulturplatte, 12 Vertiefungen, Becton Dickinsdmbware, Franklin Lakes NJ, USA)
gegossen, und durch Abkihlen des Gels eine festensistenz abgewartet. Der Ductus
arteriosus wird nun in das noch zdhe Gel gegebdmineiner Pinzette senkrecht aufgestellt.
Nachdem sich das Gel komplett durch weiteres Aliiierfestigt hat, wird der Gelblock
mit einer Mikrotomklinge (Microtome Blade, Firma d&her, Osaka, Japan) in eine
Scheibenform geschnitten, in der sich der aufgeeiehDA befindet (siehe Abb. 6); diese
wird dann in eine Einbettkassette (Einbettkassdéiiena Medite, Burgdorf, Deutschland)
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gelegt. Hierauf wird das Préaparat entwassert, @iMénhuten in 80% und 96% Alkohol, dann
fur zweimal 60 Minuten in 100% Alkohol. Abschliel®ewird es fir zweimal 90 Minuten in
Xylol belassen und fiir drei Stunden in 58°C warnfiéissiges Paraffin gegeben.

Die Gelscheiben werden auf die Warmeplatte desdfiabtomaten (Einbettautomat TBS 88,
Firma Medite, Burgdorf, Deutschland) gelegt undrdamt einer Mikrotomklinge zu einem
Quader zurechtgeschnitten, der dann in die Mitteesi Einbettschélchens platziert
(Einbettschélchen, Firma Medite, Burgdorf, Deutaokl) und mit 60°C warmem Paraffin
Ubergossen wird. Von den gekihlten, in Paraffigebetteten Praparaten werden hierauf
mittels Mikrotom (HM 335E, Firma Microm, WalldorDeutschland) gm dicke Schnitte
angefertigt. Dabei wird jeweils der Ubergang zumtAaund Arteria Pulmonalis verworfen,
und es werden nur die quer getroffenen SchnitteDlegus arteriosus beriicksichtigt. Die
Schnitte werden zur weiteren Verwendung auf Ohjagdr (Superfrost Plus Objekttrager,
Menzel GmbH & CoKG, Braunschweig, Deutschland) gezo

Abbildung 6: Anfertigung von Paraffinpraparaten des Ductus arteriosus
a) Nach der senkrechten Ausrichtung des DA in des&aé wird diese in einzelne Scheiben
zerteilt b) Die DA enthaltende Scheibe wird in eine Einbettkies gegeben und entwassert
sowie in flussiges Paraffin gegebeh Danach wird das Praparat auf eine Warmeplatte
gegeben und wieder zertail} Dadurch wird der Teil des Gels der den DA enthéleinem
kleinen Quader geformte) der nun in ein Einbettschélchen gegeben und miaffia
Ubergossen wirdf) Beim fertig eingebetteten Préparat ist der Quadirdem senkrecht
ausgerichteten DA deutlich zu erkennen.
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4.4.2 Anfertigung von Gefrierpraparaten

Fur die Laser-Mikrodissektion und die Immunfluoresz werden Gefrierschnitte angefertigt.
Der Ductus arteriosus wird dazu in einer halbktersigen Form langs ausgerichtet und in
ein Gefriermedium (Tissue Tek OCT Compound, Saktireetek Europe, Zoeterwoude,
Niederlande) eingebettet. Uber Nacht wird das Redgaei -80°C eingefroren. Im Cryotom
(Cryotom CM 1850, Leica Microsystems GmbH, Wetzlaeutschland) wird der gefrorene
Block mit vorgekihltem Gefriermedium auf einem diada vorgekihlten Stempel
ausgerichtet, wodurch ein Auftauen verhindert wilkr Ductus arteriosus ist nun so
orientiert, dass er senkrecht zur Oberflache dem@ls gerichtet ist. Es werdennd dicke
Querschnitte bei -25°C angefertigt, die fur die drallikrodissektion auf einen mit
Polyethylen beschichteten Objekttrager gegeben emei(PALM Membrane Slides PEN-
Membrane, 1mm glass, PALM Microlaser Technologi&€3, Bernried, Deutschland). Diese
Objekttrager sind mit RNAsen blockierenden Substanzrbehandelt. Dazu werden sie fur
20 Sekunden in einen RNAse Inhibitor gegeben (RNAway, Molecular Bio Products, San
Diego, USA), darauf in Di-Ethyl-Pyro-Carbonat (DEPRehandeltem destillierten Wasser
zweimal gewaschen. Hierauf werden sie bei 37°C Zfirin sterilen Zellkulturschalen
(Gewebekulturschale steril Cellstar Greiner Bio-dBmbH Frickenhausen, Deutschland)
getrocknet. AbschlielRend werden sie durch UV-Lithit einer Wellenlange von 245nm fir
30 Minuten bestrahlt, um die Hydrophobie der Membitzerflaiche zu reduzieren. Nach
Aufbringen der Schnittpraparate auf die Objekttragerden diese in Falcon Tubes (50 ml
polypropylen conical tube Becton Dickinson LabwakFeanklin Lakes New Jersey, USA)
gegeben und auf Trockeneis gelagert, um die Kitdkeicht zu unterbrechen. Fur die
Immunfluoreszenz werden normale unbehandelte Cibjejer (Superfrost Plus Objekttrager,
Menzel GmbH & CoKG, Braunschweig, Deutschland) \erdet.

4.5 Hamatoxylin-Eosin Farbung des Ductus arteriosus

Fur die Histologie werden Paraffinpraparate wierobegegeben hergestellt. Zusatzlich wird
der Ductus arteriosus zur Darstellung des funktleneverschlusses zwei und drei Stunden
postnatal bei jeweils drei Tieren entnommen. Dienatbxylin-Eosin Farbung der Préaparate
wird am Féarbeautomat (Tissue Strainer TST 30, MeduWledizintechnik, Burgdorf)
durchgefuhrt. Zu jedem der unter 4.3 angegebenétipufdkte werden pro Gruppe jeweils
mindestens drei Praparate von mindestens dreisahiedlichen Tieren betrachtet, um den

morphologischen Ablauf des Verschlusses Ductusiastes verfolgen und mit der pranatalen
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Morphologie vergleichen zu kénnen. Die Praparaterdem digital bei 40-facher
VergrofRerung am Mikroskop (Leica DMRB, Firma Lei@®gnsheim, Deutschland) mit einer
Kamera photographiert (AxioCam, Firma Zeiss, Ggeim Deutschland).

4.6 Immunhistologie

Die Schnitte des Ductus arteriosus werden, wieruaté.1 beschrieben, angefertidis
werden pro Antikorper jeweils drei Praparate voweidrerschiedenen C57BI6/J Mausen
ausgewertet, die eine Stunde, 12 und 24 Stundeh dec Geburt geopfert wurden. Das
Kontrollgewebe wurde entweder neonaten oder ad@&fBI6/J Mausen entnommen.

Die angefertigten Paraffinschnitte werden, soweithin anders angegeben, wie folgt
behandelt: zunachst werden die Préparate in Xydgegen, um das Paraffin zu entfernen.
Anschlielend werden sie in einer absteigenden Alkelne und destilliertem Wasser
rehydriert. Zur Antigendemaskierung werden die Stdin Citratpuffer bei pH=6 in einem
Dampfkochtopf fur sieben Minuten gekocht. Alle n@tgenden Schritte werden bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Verdinnung der mddseren, Antikdrper, und
Enzymkomplexe erfolgt durch ein Verdinnungsmediudntipody Diluent, DAKO,
Glostrup, Ddnemark). Zwischen den einzelnen Semritterden die Préparate mit Tris-Puffer
gewaschen. Das Blocken der endogenen Peroxidasetaktdes Gewebes wird durch 10-
minutige Inkubation in 3%igem WasserstoffperoxidAgua destillata erreicht. Endogenes
Biotin wird durch 15-minutige Inkubation mit Avidinund Biotin-Losung (Avidin/Biotin
Blocking Kit, Vector Laboratories, Burlingame, US&gblockt. Danach erfolgt die Farbung
nach der ABC- oder LSAB-Methode, die im Weiterenhera beschrieben werden.
Abschlie3end wird das Ergebnis der immunhistochelmeis Farbung durch die einminttige
enzymatische Umsetzung der DAB-L6sung (Liquid DABbStrate Chromogen System,
DAKO, Glostrup, Danemark) visualisiert, wobei 1B DAB auf 750 ul HRP-Puffer
verwendet werden.

Daraufhin erfolgt die Kernfarbung der Praparate iétalaun-Lésungir 30 Sekunden. Die
Praparate werden nun in aufsteigender Alkoholreiblydriert, in Xylol gegeben und mit
einem Deckglas versehen. Die Préaparate werderadagit Mikroskop (Leica DMRB, Firma
Leica, Bensheim, Deutschland) mit einer Kamera @iratphiert (AxioCam, Firma Zeiss,

Gottingen, Deutschland).
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4.6.1 Die ABC-Methode

Die Avidin-Biotin-Complex Methode dient der Verdténg der spezifischen Farbung unter
Ausnutzung die Interaktion von Avidin mit Biotin. ié#fir werden je nach Spezies
unterschiedliche ABC-Kits (Vectastain Elite ABC &dard Kit, Vector Laboratories,

Burlingame, USA) verwendet, welche jeweils aus mirt@otinyliertem Sekundarantikorper
und einem Normalserum bestehen, welches wiedersndau Spezies stammt, in der der

Sekundarantikérper generiert wurde.

Sekundarantikdrper gegen | Normalserum aus
Ziege Kaninchen
Kaninchen Ziege

Ferner ist ein Enzymkomplex enthalten, bei dem ldunkubation Avidin mit biotinylierter

HRP zu einem Komplex fusioniert, der die lokale @tesng von DAB in einen braunen
Farbstoff ermdglicht. Fur die Farbung werden di@pRrate zunachst fur 30 min mit dem
Normalserum in einer 1,5% Verdiunnung inkubiert. &an erfolgt fir eine Stunde die
Bindung des Primarantikdrpers, dann fur 30 min dein biotinylierten Sekundéarantikorper
(5ul Sekundarantikorper, 1lb Normalserum auf 1ml). Abschliel3end folgt die Iblation mit

dem Enzymkomplex, bei dem das Avidin des AvidiniBidtHRP-Komplexes an das Biotin

des sekundaren Antikdrpers bindet.

4.6.1.1 CD41

Als Kontrollgewebe dient neonater Darm. Zur Detektiwird das ABC-Kit gegen
Primarantikdrper aus der Ziege verwendet. Zunaslestien die Schnitte fir 30 Minuten in
Citratpuffer von pH=6 durch einen vorgeheizten Dégaper behandelt. Die Schnitte werden
nun fir eine Stunde mit dem Primarantikbrper (pohal goat anti-Integrin alpha Ilb
antibody sc-6602, Santa Cruz Biotechnology Incnt&&ruz, USA) in einer Verdinnung von
4ug/ml in Antibody Diluent inkubiert.

4.6.1.2 von Willebrand Faktor

Als Kontrollgewebe wird adultes Gehirn genutzt. Zdetektion wird das ABC-Kit gegen
Primarantikdrper aus dem Kaninchen verwendet. DendPantikorper wird fir eine Stunde
(rabbit anti-human vVWF polyclonal antibody ab73®&8)emicon, Billerica, MA, USA) in

einem Verhaltnis vong/ml mit Antibody Diluent aufgetragen.
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4.6.1.3 Fibrin/Fibrinogen

Als Kontrollgewebe dient eine adulte thrombosiétecarotis. Zur Detektion wird das ABC-
Kit gegen Priméarantikdrper aus dem Kaninchen vedeenDie Praparate werden mit dem
Primarantikdrper (rabbit anti-human fibrinogen pbdnal antibody A0080, Dako, Glostrup,
Danemark) beziehungsweise der Isotypkontrolle (talap fraction solid phase absorbed,
Dako, Glostrup, Danemark) in einer Verdunnung vdrgig/ml mit Antibody Diluent fur

eine Stunde inkubiert.

4.6.1.4 FIk-1

Das Endothel der Nabelvene der neugeborenen Madsald Kontrollgewebe genutzt. Zur
Detektion wird das ABC-Kit gegen Priméarantikorpersadem Kaninchen verwendet. Dem
Waschpuffer werden 0,1% Tween zugesetzt, um dieekgrundfarbung zu reduzieren.

Die Praparate werden mit dem Primarantikbrper (talpllyclonal anti-mouse VEGF
Receptor 2 Antibody ab2349, abcam, Cambridge, Gitalimien) in einer Verdinnung von
20ug/ml mit Antibody Diluent fur eine Stunde inkubiert

4.6.2 Die LSAB-Methode — CD45

Die Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode beruht ime¥éntlichen auf denselben Prinzipien
wie die ABC-Methode. So kommt ein biotinylierter kRadarantikbrper zum Einsatz, der
gegen die Spezies des Primarantikorpers gericttteAmn das Biotin des Sekundarantikdrpers
bindet das Streptavidin-Biotin-Enzymkonjugat, das msetzung von DAB in braunen
Farbstoff ermoglicht.

Fur die CD45 Farbung dienen Schnitte von MilzgewalseKontrollgewebe. Die Praparate
werden mit dem Priméarantikorper (monoclonal rat2@&nti-mouse CD45 antibody 30-F11,
eBioscience, San Diego USA) in einer Verdiinnung Sayml mit Antibody Diluent fir eine
Stunde inkubiert. AnschlieRend werden die Prapdiate80 Minuten mit dem sekundaren
Antikorper (biotinylated polyclonal rabbit anti-ratnmunoglobulins, DAKO, Glostrup,
Danemark) in einem Verhaltnis von 1:50 mit Antibddijuent inkubiert.Im nachfolgenden
Schritt wird der Streptavidin-Peroxidase-Komplextr¢Btavidin peroxidase aus Dako
REAL™ Detection System, Peroxidase/AEC, Rabbit/MQUSAKO, Glostrup, Danemark)
fur 30 Minuten auf den Schnitten belassen.
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4.7 Immunfluoreszenz

Wie unter 4.4.2 beschrieben, werden die Gefrieigiehdes Ductus arteriosus angefertigt. Es
werden jeweils drei Gefrierpraparate des Ductusriagus von drei verschiedenen C57BI6/J
Mausen verwendet, die eine, 12 und 24 Stunden dachGeburt geopfert werden. Das
Kontrollgewebe wird entweder neonaten oder adultbiiBI6/J M&usen enthommen. Soweit
nicht anders angegeben wird die Immunfluoreszenthti wie im Folgenden beschrieben
durchgefuhrt:

Die Praparate werden fir 3 Minuten in 4% FormatirAgua destillata fixiert und daraufhin
zur Rehydrierung fur 20 Minuten im Waschpuffer sekn (TBS+0,1% Tween; Tween 20,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die einzelnen Sdtferi werden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Unspezifische Bindung wird mit Blosking des Fc-Rezeptors erreicht, wozu
ein anti-mouse CD16/32 Antikorper (affinity purdierat anti mouse CD16/32, Clone 93,
eBioscience, San Diego, USA) in einer Verdinnung 0200 fir 30 Minuten auf die
Praparate gegeben wird. Alternativ wird 3% BSA (#ion Fraktion V, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) in TBS fur 30 Minuten zuiod&en verwendet, gegebenenfalls auch
eine Kombination von beidem. AnschlieBend erfoigt jeweils eine Stunde die Inkubation
mit dem Primar- und Sekundarantikorper. FiUr dietyiskontrolle wird ein identischer
AntikOrpertyp eingesetzt, der gegen ein irrelevantdntigen gerichtet ist. Als
Sekundarantikdrper werden grin (Alexa 488) ode(Atdxa 596) fluoreszierende Antikorper
der Firma Invitrogen (Invitrogen Inc., Eugene, GnegUSA) aus unterschiedlichen Spezies
verwendet. Zur Darstellung der Zellkerne wird DAPB00O (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-
dihydrochlorid, SIGMA, USA) fur sechs Sekunden dig Praparate gegeben. DAPI weist
mit einem Emissionsmaximum von 488nm eine blauerekzenz auf. Abschliel3end werden
die Objekttrager mittels eines Klebers (Mountingditen, DAKO, Glostrup, Danemark) mit
Deckglaschen versehen. Die Praparate werden dmgwaMikroskop (Leica DMRB, Firma
Leica, Bensheim, Deutschland) mit einer Kamera qipatphiert (AxioCam, Firma Zeiss,

Goéttingen, Deutschland).
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4.7.1 Ki67, c-kit, CD34, Sca-1 und CD133
Als Kontrollgewebe dienen:
1. FOr Ki67 und c-kit adulter Darm, wobei Ki67 das Iferierende basale
Darmepithel und c-kit den Plexus submucosus/myenieanfarbt
2. Fur CD34 und CD 133 adulte Niere, bei der es zaredmfarbung der Kapillaren
in der Glomeruli bzw. des Tubulusepithels kommt
3. Fir Sca-1 neonates Gehirn, wobei das Endothel arigefird
Die unspezifische Bindung des Fc-Anteils der Amges wird durch Blockade von Fc-
Rezeptoren verhindert. Danach erfolgt die Inkulmatrot dem Primarantikorper:
1. Ki67: PE tagged mouse anti-human Ki67 19G (556@17,Biosciences, San Jose,
USA) 2Qug/ml in TBS Uber Nacht bei 4°C
2. c-kit: monoclonal rat anti-mouse c-kit Ig6s (MAB1356 R&D  Systems,
Minneapolis, USA) hg/mlin TBS
3. CD34: FITC conjugated rat anti-mouse CD34 Jg@RAM34, BD Biosciences,
San Jose, USA) 1@/ml in TBS
4. Sca-1: FITC conjugated rat anti-mouse Sca-1,4d613-161.7, BD Biosciences,
San Jose, USA) 2@/ml in TBS
5. CD 133: PE-conjugated rat anti-mouse Prominin;IgG3A4, eBiosciences, San
Diego, USA) 1@g/ml in TBS
AnschlieRend wird der Sekundarantikorper fur einan®@e bei Raumtemperatur auf die
Schnitte gegeben:
1. Fur Ki67 ein goat rhodamine conjugated affinity iped anti-R-Phycoerythrin
Antikorper 2Qug/ml (Rockland Immunochemicals Inc., GilbertsvildSA).
2. Fur c-kit ein donkey anti-rat Antikorperug§/ml (Alexa 596 donkey anti-rat
antibody, Invitrogen , Eugene, USA)
3. Fir CD34 ein goat anti-rat Antikbrpep&'ml (Alexa 488 goat anti-rat antibody,
Invitrogen , Eugene, USA)
4. FUr Sca-1 ein goat anti-rat Antikérperidml (Alexa 488 goat anti-rat antibody,
Invitrogen , Eugene, USA)
5. FiUr CD133 ein donkey anti-rat Antikrpepd@ml (Alexa 596 donkey anti-rat
antibody, Invitrogen , Eugene, USA)
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4.7.2 SDF-1.

Als Waschpuffer wird PBS mit 0,1% Tween verwendety Verdinnung der Antikorper-
Losung wird PBS eingesetzt. Als Kontrollgewebe weerd&DF-4 positive Megakaryozyten
im Knochenmark genutzt. Zur Fixierung dient 2% Falim fir 25 Minuten, gefolgt von
Waschen in 2% Glycin-L6sung. Die Zellen werden m#% Triton X-100
(t-octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma Chemic8ls,Louis, USA) in PBS fur 30 Minuten
permeabilisiert. Zur Blockierung unspezifischer @ing werden die Praparate jeweils fur 30
Minuten mit einem Fc-Rezeptor Blocker und 3% BSAkuipiert. Dann wird der
Primarantikdrper (goat anti-human SD&-1lgG, AF-310-NA, R&D Systems Inc.,
Minneapolis, USA) in einer Konzentration vomgml fur eine Stunde auf die Schnitte
gegeben. Der Sekundéarantikdrper wird bei gleichenz€ntration ebenfalls eine Stunde auf

den Schnitten belassen (Alexa 594 donkey anti-go@body, Invitrogen , Eugene, USA).

4.7.3 CXCR4

Zur Kontrolle dient die neonate Tonsille, bei dee dellen des Kryptengrundes CXCR4
exprimieren. Als Waschpuffer wird PBS mit 0,1% Tweerwendet, zur Verdinnung wird
PBS eingesetzt. Um unspezifische Bindungen zu @oek wird der Fc-Blocker 1:100 und
BSA 3% fur 30 Minuten auf den Schnitten belassaeradif erfolgt die Inkubation mit dem
Primarantikdrper (PE-conjugated rat anti-mouse CXOBG2b 2B11, eBioscience, San
Diego USA) in einer Konzentration von d@/ml. Zur Verstarkung der Farbung wird ein
Sekundar- (rhodamine-conjugated affinity-purifiedag anti-R-Phycoerythrin antibody,
Rockland Immunochemicals Inc., Gilbertsville, USA) Tertiarantikorper (Alexa 596 rabbit
anti-goat antibody, Invitrogen , Eugene, USA) jdwé einer Verdinnung von 1:100 fur eine

Stunde auf den Objekttragern belassen.

4.7.4 Kollagen Typ |

Als Kontrollgewebe dienen Cryoschnitte der Lebeie Braparate werden fir 3 Minuten in
4% Formalin fixiert, dann mit 2% Glycin-Lésung gesghen. Zum Blocken wird 3% BSA fur
30 Minuten verwendet. Der Primarantikorper (rabatiyclonal anti-collagen 1 ab34407,
abcam, Cambridge, Grof3britannien) wird in einer aration von 10g/ml eingesetzt,
danach wird der Sekundarantikdrper (Alexa 488 ganati-rabbit antibody, Invitrogen,
Eugene, USA) auf die Schnitte gegeben.
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4.7.5 ABCG-2 und SM-Aktin
Als Kontrollgewebe dienen:
1. Fur ABCG-2 adulter Darm, bei dem das Epithel apé«ajefarbt wird
2. FlUr SM-Aktin adulter Darm, wobei die glatte Muskula der Darmwand zur
Anfarbung kommt
Zur Permeabilisierung wird 2% Triton X-100 in TB8rf30 Minuten verwendet. Hierauf
werden die Praparate fur 30 Minuten mit 3% BSA lku.
Als Priméarantikdrper werden eingesetzt:
1. ABCG-2: polyclonal rabbit anti-mouse ABCG-2 IgG RG8 (Kamiya
Biomedical, Seattle, USA)@/ml in TBS
2. SM-Aktin: monoclonal mouse anti-human SM-Aktin IgBHF 35 (DAKO,
Glostrup, Danemark) Oyg/ml in TBS
Als Sekundarantikérper werden folgende verwendet
1. Fur ABCG-2 (Alexa 596 donkey anti-rabbit, Invitrageeugene, USA) |/ml in
TBS
2. Fur SM-Aktin (Alexa 488 goat anti-mouse, Invitrogdfugene, USA) pg/ml in
TBS

4.7.6 VE-Cadherin, CD31 und CD41
Fur VE-Cadherin und CD31 dient das Endothel derté@is Kontrollgewebe, fir CD41
arterieller Thrombus. Nach Vorbehandlung mit 3% BS#olgt die Inkubation mit folgenden
Primarantikorpern:
1. VE-Cadherin: rat anti-mouse VE-Cadherin IgG2ibaay 11D4.1 (BD
Biosciences, San Jose, USAud8nl in TBS
2. CD31 (FITC-conjugated rat anti-mouse CD31 Ig@g&abody MEC13.3,
BD Biosciences, San Jose, USApAnl in TBS
3. CDA41 (purified rat anti-mouse CD41 IgG1 antibody RR&§30,
BD Biosciences, San Jose, USA)g&ml in TBS
Als Sekundarantikérper wird fur alle drei Primarkdtper ein donkey anti-rat Antikorper
(Alexa 596 donkey anti-rat antibody, Invitrogen,géae, USA) in einer Konzentration von

5ug/ml eingesetzt.
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4.7.7 Doppelfarbung CD34-Ki67

Als Kontrollgewebe dienen Niere und Darm. Eine \&randlung mit Fc-Blocker wird
durchgefuhrt. Die Farbungen werden wie oben fir jdigeiligen AntikGrper angegeben
nacheinander durchgefuhrt, zunachst fir CD34, dafadi6?7.

4.7.8 Doppelfarbung CD34-c-kit

Als Kontrollgewebe werden Niere und Darm verwendenachst werden die Fc-Rezeptoren
mithilfe von Fc-Blocker abgesattigt. Die Farbungeerden wie oben fur die jeweiligen
Antikdrper angegeben nacheinander durchgefuhriichst fur c-kit, danach fur CD34. Als
Sekundarantikdrper wird fur CD34 eine anti-FITC ikdtper (Alexa 488 goat anti-FITC 1gG
fraction, Invitrogen , Eugene, USA) verwendet.

4.7.9 Doppelfarbung CD34-ABCG-2

Als Kontrollgewebe werden Niere und Darm verwend&ir Permeabilisierung wird 2%
Triton X-100 fir 30 Minuten auf den Schnitten bsks. Zur Blockierung unspezifischer
Antikdrperbindungen wird zunadchst der Fc-Blockesinal 3%BSA eingesetzt. Die Farbung

erfolgt synchron mit den oben angegebenen Prinmir-Sekundarantikérpern.

4.7.10 Doppelfarbung CD34-VE-Cadherin und CD31-VE-@dherin

Als Kontrollgewebe werden Niere und Aorta verwendé&ir Blockierung unspezifischer
Antikdrperbindungen wird zunachst der Fc-Blockemul 3%BSA eingesetzt. Die Farbungen
werden wie oben fur die jeweiligen Antikorper anglegn nacheinander durchgefihrt,
zunachst fur VE-Cadherin, danach fur CD34 bzw. CD8% Sekundarantikorper wird fur
CD34 und CD31 eine anti-FITC Antikoérper (Alexa 48@®at anti-FITC 1gG fraction,

Invitrogen , Eugene, USA) verwendet.

4.7.11 Doppelfarbung CD41-SDF-d

Als Waschpuffer wird PBS mit 0,1% Tween verwendet, Verdinnung der Antikoérper wird

PBS eingesetzt. Als Kontrollgewebe wird Knochenmairkigesetzt. Zur Fixierung dient 2%
Formalin fur 25 Minuten, gefolgt von Waschen in 2ycin-Loésung. Die Zellen werden mit

2% Triton X-100 in PBS fur 30 Minuten permeabilisieZur Blockierung unspezifischer

Bindung werden die Praparate jeweils fuir 30 Minuteheinem Fc-Rezeptor Blocker und 3%
BSA inkubiert. Dann werden beide Primar- und Sekwantikdrper gleichzeitig wie oben

angegeben fur eine Stunde auf die Schnitte gegelbdir. SDF-h dient als
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Sekundarantikdrper ein rabbit anti-goat Antikorg@texa 488 rabbit anti-goat antibody,
Invitrogen, Eugene, USA)

4.8 Zellzahl der Intima und Proliferationsverhalten
Um zu evaluieren, inwiefern die lokale Adhasion ukglgregation von Thrombozyten die
Akkumulation intimaler Zellen beeinflusst, werdear&finpraparate des Ductus arteriosus
verwendet. Hierfiir werden folgende Gruppen einbemo@PII5™ bzw. GPIIF™ C57BI6/J,
anti-GPVI bzw. Isotyp 1gG Antikorper behandelt sewiF-E2”* und NF-EZ". Dazu wird der
Ductus arteriosus zwdlf Stunden nach der Gebumasninen und wie oben beschrieben
weiter behandelt. Es werdenr dicke Schnitte des Ductus arteriosus aus drezi8leen im
Abstand von jeweils 1Q0n angefertigt. Dabei werden nur Bereiche bertckigithn denen
guere Schnitte erzielt werden, die den gesamterclDuesser des GefalRes erkennen lassen.
Die Ubergangsbereiche zu Aorta und Arteria Pulmisnaérden verworfen. Somit handelt es
sich um Schnitte aus: 1. dem der Arteria Pulmsmnadihen Bereich

2. der Mitte

3. dem aortalen Ende des Ductus arteriosus.
Die Hamatoxylin-Eosin Farbung der Praparate furndagphometrische Auswertung wird am
Farbeautomat (Tissue Strainer TST 30, Medite Matkehnik, Burgdorf) durchgefiihrt. Die
Praparate werden digital bei 40-facher VergroReramgMikroskop (Leica DMRB, Firma
Leica, Bensheim, Deutschland) photographiert (A\oC Firma Zeiss, Gottingen,
Deutschland).
Fur die Auswertung werden folgende Parameter vomwei Schnitten aus jedem der drei
Bereiche erhoben (siehe Abb. 7):

1. Die Flache innerhalb der Lamina elastica interna

2. Die Anzahl der Zellkerne innerhalb der Laminaséta interna
Die Anzahl der Zellkerne wird aus den Bildern démiaitoxylin-Eosin Farbung ermittelt und
in Relation zur Flache innerhalb der Lamina elasiicterna gesetzt, die mit Hilfe eines
Auswertungssystems (Cap-lmage, Version 7.4, Dr.ntLeiHeidelberg, Deutschland)
guantifiziert wird. Fur die statistische Auswertunvgd jeweils der Mittelwert der Zellen pro

Flache der einzelnen Tiere herangezogen.
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Lamina elastica interna

Bereich innerhalb der
Lamina elastica interna

Abbildung 7: Darstellung der histomorphometrischenAusmessung des DA
Die Lamina elastica interna ist grin markiert. Bigr Auswertung wird die Flache innerhalb
der Lamina elastica interna ermittelt und zur Anzidr Zellkerne innerhalb der Lamina
elastica interna in Relation gesetzt.
4.8.1 Untersuchung des intimalen Proliferationsveraltens
Hierfiir wird die C57BI6/J GPIIb mit der C57BI6/3 GPIIB" Gruppe verglichen, indem, wie
fur die Zellzahl der Intima beschrieben, Gefrierstie aus drei Regionen des Ductus
arteriosus angefertigt werden. Mittels Ki67-Immuofleszenz wird die Anzahl der
proliferierenden Zellen innerhalb der Lamina elzstinterna ermittelt. Dabei werden nur
eindeutig angefarbte Zellkerne als positiv gewerftéir die Auswertung werden je Gruppe
drei Praparate berucksichtigt. Von den beiden Geopwerden jeweils die Einzelwerte

statistisch ausgewertet.

4.8.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der quantitativ zu sséaden Untersuchungsergebnisse erfolgt
mit dem Statistikprogramm Sigma Stat (Sigma Statf@r Windows, SPSS Inc., San Jose,
USA). Morphometrische und immunhistochemische Datenden mit Kruskal Wallis one
way Varianzanalyse nach Rang getestet. Der paaWe@ggleich erfolgt nach der Fisher LSD
Methode. Alle Mittelwerte (MW, arithmetisches Mifteler einzelnen Untergruppen werden
aus den Einzelwerten berechnet undSEM (Standard error of the mean) dargestellt. Als

statistisch signifikant wird eine Irrtumswahrschiginkeit von alpha= 5% (p<0,05) angesetzt.
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4.9 Angiographie
Die Angiographie wird in situ durchgefuhrt um dienktionelle Relevanz von Thrombozyten
und SDF-1 alpha fir den Verschluss des Ductusiestes zu ermitteln. Hierfir wird 12
Stunden post partum die Durchgéngigkeit des Duartariosus untersucht. Sie wird bei
folgenden Gruppen durchgefithrt: 1. GPiB57B16/J und GPIIB C57B16/J

2. anti-GPVI sowie anti-SDFelbehandelte Tiere

mit entsprechender Isotypkontrolle
3. NF-E2" und NF-EZ" auch bei zwei und drei Monate
alten Tieren

Fur die anti-GPVI- und anti-SDFedGruppe wird analog zur unter 4.8.3 beschriebenen
Methode vorgegangen. 12 Stunden post partum wetdefiere mit 221 Midazolam, 22l
Fentanyl sowie 3@ Medetomidin anasthesiert und auf eine Warmeplgéiagert. Hierauf
erfolgt die Tétung durch zervikale Dislokation, Eniing des Thorax und Darstellung des
Ductus arteriosus. Die Gefal3e werden durch linkiskertére Farbinjektion (The Histological
Marking System, WAK Chemie Medical GmbH, Steinbaddeutschland) dargestellt.
Dadurch kann der Verschluss des Ductus arteriodes die Patenz beurteilt und tber ein
Mikroskop (Stemi 2000, Firma Zeiss, Jena, Deutsal)lgphotographiert werden (Canon G5
Kamera, Tokio, Japan).
In den jeweiligen Gruppen wird der Anteil an Tierait offenem Ductus arteriosus in Bezug
zur Gesamtzahl der untersuchten Tiere in der Grigypechnet und als MittelwetiSEM
(Standard error of the mean) dargestellt. Zur \femamalyse der Gruppen dient die Kruskal
Wallis one way Methode nach Rang gefolgt vom Fishekakt Test, wobei p<0,05 als

signifikant angesehen wird.
4.10 Laser-Mikrodissektion

4.10.1 Prinzip der Laser-Mikrodissektion

Die Laser-Mikrodissektion ist eine Methode, mitkilflerer es mdglich ist unterschiedliche
Gewebebereiche auf histologischen Schnitten zueigol, um deren spezifischen DNA-,
RNA-, oder Proteinzusammensetzung zu analysieréd. hidtologischen Schnitte werden
hierfir auf einen Polyethylen-beschichteten Objéger aufgebracht. Der gewlnschte
Gewebebereich und die Polyethylen-Membran werdettelsii eines gepulsten UVA-

Stickstoff-Lasers vom umgebenden Gewebe abgetremaass eine Liicke zwischen den

beiden Gewebebereichen entsteht. Der Laser weistellenlange von 337 Nanometern auf
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und beschéadigt DNA und Proteine nicht (de With )9%urch den Effekt der ablativen
Photodekomposition kommt es zudem nicht zur Erwégndes umgebenden Gewebes
(Srinivasan 1986).

Anschliel3end wird der separierte Gewebebereichhduaser Pressure Catapulting (LPC) in
einen speziell beschichteten Deckel eines Eppet@eféies katapultiert. Dadurch wird der
gewulnschte Gewebeteil kontaktlos isoliert und kaon weiter analysiert werden. Fur die
LPC wird der Laser unterhalb des dissezierten Gewdbkussiert und die Energie im
Vergleich zur Mikrodissektion verdoppelt. Durch detlabei entstehenden starken
photonischen Druck, wird das Gewebe mit der PolgjetitMembran in den Deckel des
Gefalies transferiert, der in einer Linie mit densdraoberhalb des Objekttragers angebracht
ist (Schutze 1998). Dabei bleibt die Morphologie dmlierten Gewebes vollstandig erhalten.
Die Proben werden dann bei -80°C der RNA-Isolazogefiuhrt.

4.10.2 Aufbau des Arbeitsplatzes

Das Gerat fur die Laser-Microdissection (Palm Mieam System, PALM Microlaser
Technologies AG, Bernried, Deutschland) besteht a@mem inversen Zeiss Mikroskop
(Axiovert 200 Mikroskop, Firma Zeiss, Jena, Deulanl), einem Laser Generator und einem
Computer-gestitzten Steuerungselement.

Die Bilder des Mikroskops werden durch eine CCD edkiamera (Color Video Camera
3CCD Sony Tokyo Japan) an einen Computer Ubertragendem aus auch die Steuerung
des Gerates mittels eines Programms (Palm Robo&weft2-0103 (DE), PALM Microlaser
Technologies AG, Bernreid, Deutschland) erfolgt.r Dgepulste UV-Laser mit einer
Wellenldnge von 337nm ist durch einen Epifluoregpéed an das Geréat gekoppelt. Der
Laserstrahl wird durch das Objektiv fokussiert, wiadh der Laser-Fokus einen Durchmesser

von weniger als einemm erreichen kann (Schitze 1998).

4.10.3 Versuchsdurchfuhrung

Der Ductus arteriosus wird C57BI6/J-Mausen zwolfrfsien nach der Geburt wie unter 4.4.2
beschrieben entnommen und weiter behandelt. Dieeklbhger werden in den
verschlossenen Falcon Tubes auf Raumtemperatuadebanschlielend in 70% Ethanol in
Wasser fur 3 Minuten fixiert. Danach werden sie 30r Sekunden in eine 0°C kalte 1%ige
Cresyl Violett Acetate (Cresyl Violett, Sigma-Aldh, St. Louis, USA) L6ésung Uberfuhrt. Die
Praparate werden durch kurzes Spulen in 70% undol@hanol von uberflissiger

Farbelbésung befreit und entwéassert. Alle Losunged auf 0°C gekuhlt. Der Objekttrager
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trocknet fir 2 min bei Raumtemperatur bevor er darh Mikroskoptisch befestigt wird. In
den Gefallhalter werden die Eppendorf-Gefale (Adbestap, PALM Microlaser
Technologies AG, Bernried, Deutschland) eingespamat automatisch Uber den Bereich
bewegt, der sich im Fokus des Objektivs befindain Nvird bei 20facher Vergréf3erung
knapp innerhalb der Lamina elastica interna eirlkaulérer Linie gezogen, um das Lumen des
Ductus arteriosus von der Gefal3wand isolieren runé&b (siehe Abb. 8). Entlang dieser Linie
schneidet der Laserstrahl nun durch das Gewebassoeine Licke zwischen Lumen und
GefalRwand entsteht. Daraufhin wird das separiarntedn in den bereitgehaltenen Deckel der
Eppendorf-Gefal3e geschossen. Aus der Media def3@afi wird ein etwa ebenso grolRer
Gewebebereich analog zum oben beschriebenen Vorgsiodert und in ein weiteres
Eppendorf-Gefald katapultiert, ohne dass innerhab ldamina elastica interna liegende
Gewebeabschnitte mitgenommen werden.

Abbildung 8: Darstellung der Laser-Mikrodissektion des Ductus arteriosus
a) Cresyl-Violett Farbung des Ductus arteriof)sSeparation des Bereiches innerhalb der
Lamina elastica interna) Detailansicht des separierten Bereiches in Bezuig griin
dargestellten Lamina elastica interdpDer isolierte Bereich wird in ein Eppendorf-Gefaf}
katapultiert unde) kann dort dargestellt werdef). Ein etwa gleich grof3er Bereich in der
Media des Ductus arteriosus wird separiert ghith ein weiteres Eppendorf-Gefals isolidr}.
Dort ist der isolierte Bereich der Media darstallba
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4.10.4 Auswertung der Proben mittels RT-PCR
Die Proben der Laser-Mikrodissektion werden mitRISPCR auf spezifische RNA-

Expression hin untersucht. Hierfur wird die RNA vaégt nach dem Protokoll des

Herstellers isoliert (RNeasy Micro Kit, Qiagen, #h, Deutschland):

Lyse und Homogenisierung der Proben in RLT Puff@-Mercaptoethanol

|

Zugabe von 1 Volumen 70% Ethanol

l

Bindung der RNA an eine Silikamembran im Saulchentd (RNeasy MinElute
spin column, Qiagen, Hilden, Deutschland)

DNase I-Verdau zur Beseitigung von Kontaminatiot genomischer DNA (RNase-free

|

Waschen der RNA mittels RW1, RPE Puffer und 80%

l

DNase Set, Qiagen, Hilden, Deutschland)

l

Elution der RNA von den Saulchen mit RNase-freiemséér

Reverse Transkription der RNA in cDNA mittels zlifgr Hexamer-Oligonukleotide

Gel-Elektrophorese (2 g Agarose auf 100 ml TAE448TRIS, 1,142ml Eisessig, 2 ml 0,5 M

l

(Sensiscript RT Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland)

l

l

Analyse der cDNA durch Amplifikation mittels PCR

EDTA pH 8,0, ad 1000ml $0) mit 8 pl Ethidiumbromid (10mg/ml))

Um die erfolgreiche RNA-Praparation und cDNA-Symshezu Uberprifen, wird bei allen
gewonnen cDNAs eine Kontroll-PCR mit dem Primer fi’s Housekeeping-Gen [3-Actin

durchgefuhrt. Fur die PCR werden folgende Primeweadet (siehe Tab. 2):

Primer vorwarts rickwarts

VE- 5°-CGT GAA GAA AGA 5-CCT TGG AAA TCA GGG

Cadherin | AGA GGC AGA C-3 AAG ACA G-3°

CD45R 5-GGT TGT TCT GTG CCT| 5'-GAT AGA TGC TGG CGA
TGT TC-3° TGATGT C-3°

SCA-1 5"-GGA GGC AGC AGT TAT 5-GAG GAC CAT CAG
TGT GG-3° AGC AAG G-3

Alpha- 5-TGA AGA GGA AGA 5"-AGG CAT AGA GGG

SMA CAG CAC AGC-3 ACA GCA CAG-3

CD31 5-GTT GTC ATT GGA GTG|5-CCTTCCGTT CTC TTG
GTC ATC G-3 GTG AGG-3

vVWF 5-TGC TTC TTACGC CCA|5-ACT CCATCC TCG CCA
TCT CTG-3 ACA CAC-3
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ABCG-2 5°-TCG CAG AAG GAG 5-AAATGG GCA GGT
ATG TGT TG -3 TGA GGT G -3

Flk-1 5-GGA CTC TCC CTG CCT| 5-ACG GTG GTG TCT GTG
ACCTCAC-Z TCATCT G-3

Promininl | 5°-TCC AGC AAA CAA 5-GTC CGC AAC ATA GCC
GCA ACA AG-3 ACA C-3

3-Actin 5-GTC CCT GTATGC CTC| 5-GAT GTC ACG CAC GAT
TGG TC-3 TTCC-3

c-kit 5-GAC TTG CTG GGA CGC 5-CTT GTT GGA CTT GGG
TGAC-3 TTTCTG -3

CD34 5-TAG TGT CTG CTC CCT| 5-GTC TTC ACC CAG CCT

GCTTC -3

TTC TC -3’

Tabelle 2: Sequenz der PCR-Primer
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5 Ergebnisse

5.1 Mechanismus der Thrombusbildung im Ductus artelosus

5.1.1 Histologie des Verschlusses des Ductus arteus

Um die Dynamik und Morphologie des Verschlusses Bestus arteriosus sowie das
Remodelling der Intima verfolgen zu koénnen, werdan unterschiedlichen Zeitpunkten
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen erstellt. Dabei wirch@chst das pranatale Gefald ausgewertet,
da die Relevanz der Ausbildung von Intimakissendém postnatalen Verschluss bekannt ist
und die subendothelialen Zellen Charakteristika iftevé@nzierter Zellen aufweisen
(Gittenberger-De Groot 1980b)(Tada 1990). Im praleat Ductus arteriosus sind Intima,
Media und Adventitia deutlich abgrenzbar, wobei &iérke der Gefallwand vergleichbar der
Aorta ist. Das Endothel ist groRtenteils einlagigduliegt der Lamina elastica interna
unmittelbar an, teilweise sind aber auch Aufwermgles Endothels in mehrere Lagen im
Sinne von Intimakissen zu beobachten (siehe AblB&kits eine Stunde postnatal kommt es
zu einer deutlichen Dickenzunahme der Gefal3wandhdausgepragte Vasokonstriktion des
Ductus arteriosus. Das Lumen ist merklich verengd es sind mehrere Lagen luminaler
Zellen vorhanden, die ganz oder teilweise von deniba elastica interna abgel6st sind. Nach
zwei und drei Stunden nimmt die Zellzahl der Intimaiter zu und es bilden sich zunehmend
mehrere Zelllagen aus, die teilweise durch Ausziglku mit der GefaRwand verbunden sind.
Die Lumenweite des Ductus arteriosus nimmt durehzdinehmende Vasokonstriktion weiter
ab. Das Lumen ist durch den sanduhrférmigen Verlde$ Verschlusses jedoch nur
stellenweise obliteriert (Tada 1990). Nach zwolirten ist das Lumen komplett obliteriert
und vollstdndig mit Zellen gefillt, wobei die Zedld im Vergleich zu den vorherigen
Zeitpunkten weiter zunimmt. Am Randbereich der L@enelastica interna hat sich eine
grof3tenteils azellulare Zone gebildet, an die sichenwarts zirkular, parallel ausgerichtete
Zellen anschliel3en, die einen kleinen Zellkern @iden. Im zentralen Bereich des Lumens
befinden sich gré3ere Zellen, die eine groRRe Zeildgtoplasma-Relation aufweisen. Diese
weist auf eine vermehrte metabolische Aktivitatsdie Zellen hin, wie dies etwa bei
Proteinsynthese oder Proliferation zu beobachterZis diesem Zeitpunkt beginnt auch der
endgultige, anatomische Verschluss des Ductusiastey, was eine Veranderung des
Phanotyps der luminalen Zellen mit sich bringt 8&n 1996). Auch 24 Stunden nach Geburt
beobachtet man eine weitere Zunahme der Zellzakkriralb der Lamina elastica interna; die

GefaBwand zeigt nach wie vor eine maximale KonioaktDie Zellkerne erscheinen nun
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uniform und sind dicht aneinander gelagert, wobein& morphologische Differenzierung

zwischen peripheren und zentralen Zellen mehr rolbgsit.

Abbildung 9: Morphologie des Verschlusses des DA ideitverlauf
Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Querschnitten des BAPranatal stellt sich der DA als
gro3lumiges, dinnwandiges arterielles Gefal3 dargi@8erung 10xp) Bereits eine Stunde
postnatal kommt es zur deutlichen Vasokonstriktioit Verengung des Lumens und
merklicher Verdickung der GefaBwand (Vergrof3erudg)4) Zwei Stunden postnatal ist das
Lumen weiter verengtd) Drei Stunden postnatal sind mehrere Zelllagen rivalb der
Lamina elastica interna zu beobach&grzwdlf Stunden postnatal ist das Lumen obliteriert
und mit Zellen angefullt, wobei zentral eher gr@3end peripher eher kleinere zirkular
angeordnete Zellkerne zu beobachten §jndach 24 Stunden nimmt die Zellzahl innerhalb
der Lamina elastica interna weiter zu und es komum Remodelling des Lumens
5.1.2 Thrombozyten und Substrate der Thrombusbildug
Bisher liegen in der Literatur kaum Erkenntnisserigine mdgliche Rolle von Thrombozyten
im Rahmen des Verschlusses des Ductus arteriosu®aber wird im folgenden Schritt im
Detail untersucht, ob Thrombozyten wahrend des didusses des Ductus arteriosus lokal
adhéarieren bzw. welche mdglichen Liganden ihnendg&n Prozess der Adh&sion an der
GefalBwand zur Verfligung stehen. Als wichtige Birgpartner sind VWF und Kollagen
bekannt, die mit den thrombozytaren AdhasionsmaéekiGPIb-alpha und GPIIbllla bzw.
GPVI interagieren (Ruggeri 1997b). Dabei induzkotlagen Uber die Interaktion mit GPVI
die Aktivierung der Thrombozyten, was wiederum dereggregation durch Vernetzung
mittels Fibrin Gber GPIlIbllla ermdglicht (Nieswan@001b)(Savage 1998). Im folgenden
werden die Substrate und der Zeitverlauf der Thrsblbdung im Ductus arteriosus naher

dargestellt.
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Um Thrombozyten im Ductus arteriosus identifiziemnkdnnen wird, ein AntikGrper gegen
CD41 verwendet. Bereits nach einer Stunde ist ékludierender Thrombus im freien
Lumen zu sehen und die adharierenden Zellen sind Vhrombozyten umgeben
(siehe Abb. 10). Auch ist eine Auflagerung von vAIF das Endothel zu sehen, der sich auch
zwischen den adharierenden Zellen befindet. FigendFibrin ist weniger auf den
Endothelzellen, als vielmehr in einer interzellal&rVerteilung innerhalb des Lumens zu
finden. Kollagen Typ [ ist in unmittelbarem Kontad den luminalen Zellen. Dies weist eine
Zerstorung der Endothelintegritat nach, wodurchomitsozyten mit der stark thrombogenen
exponierten subendothelialen Matrix in Kontakt koemrkdnnen. Nach zwoélf Stunden sind
weniger Thrombozyten vorhanden, die sich nun umZgadrum des Lumens konzentrieren.
Das gesamte obliterierte Lumen ist im interzelle@Bereich schwach positiv fur vVWF mit
einer Betonung in der Peripherie. Dagegen ist Filmermehrt im zentralen Bereich des
Lumens zu finden, wobei im Vergleich zu einer Sturmbst partum eine abgeschwachte
Anfarbung zu beobachten ist. Nach 24 Stunden koesv#ur Abnahme von Thrombozyten
und VWF bei gleichbleibender raumlicher Verteilukgyrin ist kaum noch anfarbbar. Damit
kann hier erstmals gezeigt werden, dass Thrombozgtzeits eine Stunde postnatal im
Lumen des Ductus arteriosus zu finden sind und viéHagen Typ | und Fibrinogen/Fibrin
als Liganden fur Adhasion, Aktivierung und Aggregat vorhanden sind. Dies hat die
Bildung eines okkludierenden Thrombus zur Folger e Verlauf des Verschlusses

organisiert und von luminalen Zellen durchsetzowir
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Abbildung 10: Thrombozyten und Substrate der Thromhusbildung im DA
a) Immunbhistologie des DA: Bereits eine Stunde pdstnsind CD41 Thrombozyten im
Lumen nachweisbar, ebenso wie dem Endothel aufgetagvWF sowie interzellulares
Fibrin/Fibrinogen. Zwolf Stunden postnatal kommt a$ Organisation des Thrombus;
Fibrin/Fibrinogen sowie Thrombozyten sind nur naemtral zu beobachten, wahrend vVWF
eher in der Peripherie des Lumens bleibt. Nach t2hd&n ist eine dhnliche Verteilung zu
beobachten, Fibrin ist kaum noch nachweisbarimmunfluoreszenz des DA eine Stunde
postnatal: Kollagen Typ | ist in direktem Kontakithuminalen Zellen, in der CD41 Farbung
istim Lumen ein okkludierender Thrombus nachweisba
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5.2 Einfluss von Thrombozyten auf Verschluss und Zkzahl des Ductus arteriosus

5.2.1 Erhohte Inzidenz des PDA bei Beeintrachtigunder Thrombozytenfunktion

Da sowohl Thrombozyten als auch Substrate der Thusbildung im Lumen des Ductus
arteriosus vorhanden sind, stellt sich die Frage fektionellen Relevanz dieser
Beobachtungen fir den postnatalen Verschluss desi®arteriosus. Um zu ermitteln, ob die
Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion funktibmeAuswirkungen auf den Verschluss
des Ductus arteriosus hat, wird der Status desuduatteriosus 12 Stunden nach Geburt
angiographisch evaluiert. Dabei weisen alle C57BM/ildtyp-Mause (20/20) sowie alle
Isotyp-Antikdrper (15/15) behandelten GPlib C57BI6/J Wildtyp-Mause zu diesem
Zeitpunkt einen vollstandig geschlossenen Ducttsriasus auf (siehe Abb. 11). Dies ist
konsistent mit eigenen histologischen Untersuchnrggavie den Befunden anderer Autoren
(Tada 1990). Dagegen ist der Ductus arteriosusibeanti-GPVI-Gruppe 12 Stunden nach
Geburt immer noch in 54% (7/13) der Falle persistid. Auch in der Gpllb C57BI6/J
Gruppe findet man bei 31% (5/16) einen persist@eenFluss im Ductus arteriosus, was
darauf hindeutet, dass sowohl GPllb als auch G4 wichtige Rolle beim Verschluss des
Ductus arteriosus spielen.

Der stérkste Effekt auf den Verschluss des Ductteriasus ist bei NF-E2 Mausen zu
beobachten, bei denen eine Thrombozytendefizienzegd (Shivdasani 1995b). So erweist
sich der Ductus arteriosus bei der angiographisthearsuchung in 69% der Falle (9/13) als
offen. Dagegen zeigt sich bei allen NF:ETieren (7/7) ein kompletter Verschluss. Auch bei
2-3 Monate alten NF-E2Tieren ist in 25% (2/8) der Falle weiterhin ein PBAchweisbar.
Dies weist darauf hin, dass die Thrombozytopenie\derschluss des Ductus arteriosus nicht
nur voriibergehend in der Postnatalperiode beehtigic sondern auch langfristig zu einem
PDA fuhrt. Damit kann gezeigt werden, dass Adhasioth Akkumulation von Thrombozyten
fur die Obliteration des luminalen Flusses im Dsauteriosus funktionell relevant sind.
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Abbildung 11: Angiographie des DA
a) Angiographische Untersuchung des DA 12 Stundennpta. Der Anteil der Tiere mit
verschlossenem DA in den jeweiligen Gruppen unkeisiet sich signifikant zur
Kontrollgruppe.b) Reprasentative in situ Bilder des DA im Bereichisolen A. pulmonalis
(Pa) und Aorta (Ao) der einzelnen Gruppen nachavntrikularer Injektion eines blauen
Farbstoffs. Weil3e Pfeile zeigen einen verschloss&?® an, schwarze Pfeile einen offenen
DA mit persistierendem Fluss) Bei der adulten NF-EZ Maus ist die Umwandlung in eine
ligamentare Struktur zu beobachten, bei der NF-ERwus hingegen ein persistierender DA.
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5.2.2 Morphologie des Ductus arteriosus beim Gplib, GPVI-Antikdrper und NF-E2 7"
Modell

Thrombozyten spielen im pathophysiologischen Gefi@édelling im adulten Organismus
eine mafgebliche Rolle. Im folgenden Abschnitt wadher untersucht, inwiefern die
beobachtete Akkumulation von Thrombozyten im Ductuseriosus Einfluss auf das
konsekutive Remodelling des Gefal3es hat. Denn dadtrasion und Aktivierung fuhren
Thrombozyten nicht nur zum thrombotischen Gefalbiduss, sondern induzieren dartber
hinaus Uber die Sekretion proinflammatorischer Kiyte und Chemokine die Rekrutierung
zirkulierender Zellen sowie die Migration glatterubkelzellen aus der GefaRwand (Gawaz
2008)(Massberg 2005)(Massberg 2006).

Um den Einfluss der Thrombozyten auf Verschluss umichales Remodelling des Ductus
arteriosus 12 Stunden postnatal zu analysieren dnndn, werden Hamatoxylin-Eosin
Praparate des GefaRes von anti-GPVI behandeltenilbGPund NF-EZ" sowie
entsprechender Kontrollen angefertigt und histomolggisch ausgewertet. Alle
Kontrolltiere weisen eine Verdickung der GefaRwdndch Vasokonstriktion auf, das Lumen
ist obliteriert und mit Zellen ausgefillt, wobeirger vorwiegend kleine und zentral grol3e
Zellen mit einer grof3en Zellkern/Zytoplasma Relatibu finden sind (siehe Abb. 12).
Hingegen ist bei den GPIfbM&ausen das Lumen zwar tberwiegend obliteriert dad
Ausmald der Vasokonstriktion entspricht den Wildtypgas Lumen aber ist nicht ganz von
Zellen ausgefullt und es zeigen sich azellulare fR&uAuch ist die Akkumulation grol3er
Zellen nicht in dem Mal3e ausgepragt, wie dies lesi Hontrollen der Fall ist. Weiterhin
zeigen drei von funf GPVI-Antikdrper behandeltererén ein offenes Lumen, das in seiner
Morphologie eher einem drei Stunden alten Ductueriasus entspricht. Zwar ist die
Gefallwand stark kontrahiert, aber der zentrale i&ferdes Lumens ist nicht verschlossen,
sodass sich in der Peripherie mehrere Zelllageatefindie teilweise durch Ausziehungen in
das freie Lumen hineinragen. Bei den verschlossen@&paraten sind die luminalen Zellen im
Vergleich zu den Kontrollen weniger dicht gepacldch fiihren sie zu einer Obliteration des
Lumens.

Die NF-EZ™ Wildtyp Mause sind von C57BI6/J Wildtypen morphgikch nicht zu
unterscheiden. Bei den NF-E2Mausen weisen sechs von sieben Tieren ein offedes
nicht vollstandig verschlossenes Lumen auf. Hieddt man keine vollstandige Kontraktion
der glatten Muskulatur der Gefallwand, sodass dmalZime der Wanddicke geringer ausfallt.
Das Lumen ist durch die vorangegangene Angiograpldaa eingefarbt und es sind freie

Zellen ohne Kontakt zum Endothel zu sehen. Die hatein Zellen mit Kontakt zur
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GefalRwand sind grof3tenteils einlagig und nicht mhagig, wie dies bei Wildtypen bereits
nach einer Stunde zu beobachten ist. Vereinzetiragtien Zellen am Endothel, das dicht auf
der Lamina elastica interna aufliegt. Somit ist beF-E2” Mausen sowohl die
Vasokonstriktion als auch die intimale Zellakkunigda stark beeintrachtigt und damit
einhergehend das Remodelling des Ductus arteriwsiiestgehend aufgehoben.
Zusammenfassend kann hier gezeigt werden, dass Bemintrchtigung der
Thrombozytenadhasion und —aggregation sowie dierfihozytopenie zu einer erheblichen
Veréanderung in der Morphologie des Ductus artesoséhrend der postnatalen Adaptation
filhren. Die Effekte sind bei NF-E2Mausen am starksten ausgepragt, weil diese Tiste fa
keine Thrombozyten aufweisen. Dagegen fuhrt dieiblibn bzw. Deletion eines
Thrombozytenrezeptors zu &ahnlichen, wenn auch weenagyisgepragten morphologischen

Veranderungen im postnatalen Verlauf.

oy
WA

Abbildung 12: Morphologie des DA nach Beeintrachtigng der Thrombozytenfunktion
Reprasentative HE-Farbungen des DA 12 Stunden atast) Die GPIIE"" C57BI6/J Tiere
weisen ein vollstandig obliteriertes Lumen auf, ahsht mit Zellen gefillt ist.b) Die
C57BI6/J Isotyp Gruppe sowie did NF-E2"* Gruppe weisen die gleiche Morphologie auf.
d) Bei den GPIIB C57BI6/J Tieren ist das Lumen zentral weniger diiitt Zellen gefiillt,
aber obliterierte) Die anti-GPVI Gruppe weist ein offenes Lumen aumbbei am Endothel
mehrere Zelllagen zu finden sinjl.Bei den NF-EZ Mausen ist das Lumen weit offen, die
GefalRwand nicht maximal kontrahiert und das Endajiofiteils einlagig.
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5.2.3 Reduzierung der intimalen Zellzahl im Gplib”, GPVI-Antikérper und NF-E2 "
Modell

In einem weiteren Schritt wird die Anzahl intimaléellen im Ductus arteriosus 12 Stunden
nach Geburt in den unter 5.2.2. genannten Gruppemtidiziert. Diese Modelle werden
bezuglich der intimalen Zellzahl in Relation zuééte innerhalb der Lamina elastica interna
mit Kontrolltieren verglichen. Fur die NF-E2Mause dienen NF-EZGeschwistertiere als
Kontrollen, da diese keinen C57BI6/J Hintergrunthwisen.

Bei den C57BI6/J Mausen kann kein signifikanter ddsthied zwischen den Wildtyp (n=8)
und den Isotyp Mausen (n=5) bezuglich der ZellZaktgestellt werden (p=0,801). Beide
weisen im Mittelwert die hochsten Zellzahlen praidfie mit 22643 Zellen/chfur die
Wildtypen und 22127 Zellen/chiiir die Isotyp-Kontrollen auf (siehe Abb. 13). Zwshen den
Wildtyp Mausen und der GPVI-Antikdrper Gruppe (n=Bit 17778 Zellen/ci(p= 0,023)
und der GPIIB Gruppe (n=7) mit 16093 Zellen/énfp=0,001)kann eine signifikante
Reduzierung der neointimalen Zellzahl nachgewies&mden. Im Vergleich zur Isotyp
Gruppe kommt es zur Abnahme der Zellzahl in der GRMikoérper Gruppe, die allerdings
nicht signifikant ausgepragt ist (p= 0,063). Bendd¥F-E2 M&usen zeigt sich eine starke
Reduzierung der Zellzahl mit einer hohen Signifik§p<0,001). Die Wildtypen (n=6) weisen
18612 Zellen/crfy die knock out Tiere (n=7) 6589 Zellenfcrim der Intima auf. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Inhibitiaow.b Deletion thrombozytarer
Adhé&sionsrezeptoren zu einer Reduktion der intima&ellzahl fihrt. Am deutlichsten ist
dieser Effekt bei NF-E2 Mausen zu beobachten, die unter einer ausgepragten

Thrombozytopenie leiden.
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Abbildung 13: Zellzahl im DA innerhalb der Lamina elastica interna
Dargestellt ist die Zellzahl im DA innerhalb dermhima elastica interna 12 Stunden postnatal.
Wildtyp (Wt) und Isotyp unterscheiden sich nichgrsfikant, wahrend zwischen Wt, anti-
GPVI und GPIIB" ein signifikanter Unterschied besteht. Im Verdiettim Isotyp ist bei anti-
GPVI kein signifikanter Unterschied zu sehen. Diellzahl der NF-E2 wt und NF-E2
Gruppe unterscheiden sich hoch signifikant.
5.2.4 Reduzierung der Proliferationsrate im GPIIE™ Modell
AnschlieRend wird analysiert, ob Thrombozyten dieliferation intimaler Zellen im
postnatalen Ductus arteriosus beeinflussen. Hiasizdi mittels Ki67 Immunfluoreszenz die
Anzahl proliferierender Zellen innerhalb der Lamiekstica interna quantifiziert, um die
Auswirkungen des knock outs des wichtigsten thrargtiven Aggregationsrezeptors GPIllb
auf das Proliferationsverhalten zu ermitteln. Dalwerden jeweils n=3 zwolf Stunden alte
Ductus arteriosi von GPIff C57BI6/J und GPII6 C57BI6/J Méusen nach standardisiertem
Protokoll analysiert. Hierbei zeigt sich eine sBdch signifikante Reduktion der Anzahl
proliferierender Zellen innerhalb der Lamina elestiinterna (p<0,001), bei GPIlb
Wildtypen mit im Mittelwert n=19,6 im Vergleich zWGPIIb™ Mausen mit n=11,5
proliferierenden Zellen (siehe Abb. 14). Die Pmaldtion aul3erhalb der Lamina elastica
interna hat in beiden Gruppen ein vergleichbaresafl.
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Abbildung 14: Proliferation im DA im Vergleich zwischen GPIIb*"* und GPIIb™
a) Reprasentative Ki67 Immunfluoreszenz-Bilder des T2AStunden postnatal. Ki6Zellen
weisen eine rote nukledre Farbung auf, Zellkernd snit DAPI in blau angefarbt. In der
GPIIb™ Gruppe sind zentral im Lumen deutlich mehr proilifieende Zellen zu beobachten.
b) Quantifizierung der Ki67 Zellen innerhalb der Lamina elastica interna. Digden
Gruppen unterscheiden sich signifikant (p<0,001)

5.3 Charakterisierung der Neointimabildung im Ductus arteriosus

5.3.1 SDF-1/CXCR4 Expression im Ductus arteriosus

Von der SDF-1/CXCR4 Achse ist bekannt, dass sie eweger Rekrutierung von
Progenitorzellen ein wichtiger Faktor fur die Naomabildung ist (Zernecke 2005). Hierbei
kommt Thrombozyten eine Schlisselrolle zu, da siehnGefalRverletzungen sehr schnell
rekrutiert werden (siehe Abb. 4). Dort sezernieden aktivierten Thrombozyten SDFe1n
das lokale Mikromilieu und vermitteln dadurch dieeKrutierung zirkulierender
Progenitorzellen (Jin 2006)(Massberg 2006). Im evert Verlauf wird dieses Chemokin bei
Gefallverletzungen und atherosklerotischen Plaquet a&on glatten Muskelzellen der
GefalRwand vermehrt exprimiert (Abi-Younes 2000){xna006).

Wie die oben dargestellten Ergebnisse zeigen, thegsen Thrombozyten das intimale
Remodelling des Ductus arteriosus. Im folgendendwiteshalb naher untersucht, ob
Thrombozyten Uber die Sekretion von SDEdm Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt
sind. Bereits pranatal ist eine leichte Expressiom SDF-Li in der Gefaldwand zu finden, im
Lumen jedoch sind weder Thrombozyten noch SBFrbchweisbar (siehe Abb. 15).
Innerhalb einer Stunde postnatal ist ShH+h Lumen stark exprimiert, wobei es sich in einer

Doppelfarbung mit CD41 in Thromben innerhalb desiein Lumens colokalisieren lasst.
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Damit sind Thrombozyten zu diesem frihen Zeitpugikie wichtige Quelle fir SDFelim
Ductus arteriosus. Die glatten Muskelzellen der Metkigen im Vergleich zur pranatalen
Situation eine vermehrte Expression von ShFBeim SDF-1 Rezeptor CXCR4 ergibt sich
eine Stunde postnatal eine Anfarbung der Mehrzahlldminalen Zellen, die Zellen der
Media dagegen weisen lediglich eine schwache Esjmesauf. Pranatal und bei NF-E2
Tieren ist eine Stunde post partum hingegen lunkeal SDF-Ir nachweisbar. Nach zwolf
Stunden hat die SDFelEXxpression vor allem in der GefalBwand, aber aochumen stark
zugenommen. CXCR4 ist immer noch im Lumen zu findemnun fast alle Zellen positiv fir
CXCR4 sind. In der GefaBwand nimmt die CXCR4 Exgim@s zu, sodass die meisten Zellen
angefarbt sind. Im 24 Stunden alten Ductus artesiasnd SDF-& und CXCR4 nur noch
schwach anfarbbar, wobei SDE-Inur noch in der Gefallwand exprimiert wird. Eine
Beteiligung der SDF-1/CXCR4-Achse am VerschlussDestus arteriosus erscheint deshalb
als sehr wahrscheinlich.

Um die funktionelle Relevanz der SDF-1/CXCR4-Achse@ivo beim Verschluss des Ductus
arteriosus zu analysieren, wird die Durchgangigiteg Ductus arteriosus zwolf Stunden post
partum nach Gabe eines anti-SDi-Antikorpers angiographisch untersucht. Hierflrdwir
den trachtigen Tieren innerhalb von zwo6lf Stundem der erwarteten Geburt ein IgG-
Antikdrper bzw. Isotyp-Antikorper intraperitonealjiziert. Bei allen (15/15) Tieren, die den
Isotyp-Antikorper erhalten hatten, ist der Ductu®@osus vollstandig verschlossen. Bei der
anti-SDF-Ir Gruppe zeigt sich hingegen, dass 50% (5/10) dereTeinen offenen Ductus
arteriosus aufweisen. Damit kann in der vorliegen8ebeit erstmals gezeigt werden, dass
Thrombozyten in der frihen Phase des VerschlussssDuictus arteriosus eine wichtige
Quelle fir SDF-& darstellen und luminal CXCR4Zellen zu beobachten sind. Tatsachlich
fuhrt die Stérung der SDF-1/CXCR4-Achse in der patialen Phase durch blockierende

Antikdrper bei 50% der Tiere zu einem persistieemBuctus arteriosus.
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Abbildung 15: Beteiligung der SDF-1/CXCR4-Achse anverschluss des DA

a) Eine Stunde postnatal ist SDk-In DA nachweisbar, wobei sich in der Doppelfarbung
mit CD41 Thrombozyten als wichtige Quelle idenigizn lassen. Pranatal und in der
NF-E2" Maus ist lediglich eine schwache SD&-Earbung in der GefaRwand zu erkennen,
im Lumen sind weder SDFelnoch CD41 nachweisbdrn) Auf luminalen Zellen und in der
GefalRwand lasst sich der SDF-1 Rezeptor CXCR-4vmaiskenc) Im Zeitverlauf nimmt die
SDF-1n Expression im gesamten DA zuné&chst zu und ist 24cBtunden nur noch in der
GefalRwand nachweisbad) Angiographie: In der anti-SDFelGruppe kommt es zwolf
Stunden postnatal signifikant seltener zum komgteiterschluss des DA. Reprasentative in
situ Bilder des DA nach intraventrikularer Injekii@ines blauen Farbstoffs. Weil3e Pfeile

zeigen einen verschlossenen DA an, schwarze Rigien offenen DA mit persistierendem
Fluss.
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5.3.2 Expression von Oberflachenmarkern und Prolifeation im Rahmen des intimalen
Remodellings
Da die oben erlauterten Ergebnisse nahelegen, Tdassnbozyten nicht nur durch Bildung
eines okkludierenden Thrombus, sondern auch dunckni Einfluss auf das intimale
Remodelling am Verschluss des Ductus arteriosusiliggt sind, werden im folgenden
Abschnitt die zellularen Ablaufe im Detail untereticUm die Zellen im Ductus arteriosus
anhand von Oberflachenmarkern naher charaktensiereu kdnnen  werden
immunbhistologische und fluoreszenzmikroskopischdéhidéen sowie Laser-Mikrodissektion
mit anschlieBender rtPCR der isolierten Gewebealiseh eingesetzt. Folgende
Oberflachenproteine werden auf ihre Expressionloi@lisation hin Gberpruft:
1. CD31 (PECAM-1) und CD144 (VE-Cadherin) als endadielMarker
2. CD34, flk-1 (VEGFR2) und ABCG-2 (BCRP) als Markedje sowohl auf
differenzierten Endothelzellen als auch auf end@lem Vorlauferzellen
exprimiert werden (Peichev 2000)(Shi 1998)
3. CD133, ein Marker von wenig differenzierten endb#ten Vorlauferzellen
(Urbich 2004)
4. Sca-1 und c-kit, als Marker mesenchymaler bzw. hépudetischer
Vorlauferzellen (Saiura 2001)
5. CD45 als panleukozytarer Marker
6. sm-Aktin als Marker glatter Muskelzellen
Im eine Stunde alten Ductus arteriosus finden sitlEndothel die typischen Marker CD31
und VE-Cadherin (siehe Abb. 16). Diese weisen in [deppelfarbung ein tberlappendes
Verteilungsmuster auf, sodass die peripheren Zelts Lumens CD3YE-Cadheriri sind,
wahrend die zentralen Zellen keine Endothelmarkerimieren. Die luminal des Endothels
liegenden Zellen sind also CD¥E-Cadherin Vereinzelt sind dort CD4%Zellen zu finden,
sm-Aktin wird von den luminalen Zellen nicht exprert. Fast alle luminalen Zellen sind
CD34, wobei zentral eine schwache Farbung vorherr§tktl wird wiederum vermehrt von
zentralen Zellen exprimiert, ebenso c-kit. In deppelfarbung mit CD34 zeigt sich, dass die
peripheren Zellen nur CD34die zentralen jedoch CD3zkit" sind. ABCG-2 weist dieselbe
Verteilung wie CD34 auf; in der Doppelfarbung zesgth, dass die meisten luminalen Zellen
CD34'ABCG-2" sind. Ferner sind einige glatte Muskelzellen dexdM positiv fiir ABCG-2.
AuRerdem lassen sich luminal CDI3&llen nachweisen, Sca-1-Expression hingegen .nicht
Ki67 wird als Proliferationsmarker von einigen luraien Zellen exprimiert, vor allem von

zentral gelegenen Zellen. Bei der Doppelfarbung@i84 zeigt sich, dass
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Abbildung 16: Charakterisierung der luminalen Zellen im DA eine Stunde postnatal
a) In der VE-Cadherin/CD31 Doppelfarbung lassen disiminale periphere CD3YE-
Cadherii  Endothelzellen und zentrale Blasten &hnliche CWBiCadherin Zellen
nachweisenb) In der Doppelfarbung mit CD34 konnen die zentrafatien als CD34c-
kit"ABCG2'KI67" charakterisiert werdenc) Weiter sind Flk-1 und CD133 luminal
nachweisbar, wobei vor allem die zentralen Zelléa1F sind. CD45 Zellen dagegen sind
nur vereinzelt identifizierbar.



ERGEBNISSE 64

diese Zellen CD3%Ki67" sind. Auch sind vereinzelt Zellen der GefaRwansitpofiir Ki67.
Damit kann man im Lumen des Ductus arteriosus amsehd zwei Zellpopulationen
abgrenzen: die Zellen in der Peripherie des Lumigitnen als CD31 VE-Cadherif,
CD34', ABCG-Z, die zentralen Zellen als CD34Sca-1, c-kit", flk-1", ABCG-Z', Ki67"
charakterisiert werden.

Nach zwolf Stunden ist die VE-Cadherin Expressian &llem am Rand des Lumens zu
finden, wahrend CD31 und CD34 von fast allen lud@naZellen exprimiert werden (siehe
Abb. 18). Zu einer starken Abnahme kommt es bei BB CD133, flk-1 und c-kit, bei
letzterem sind fast keine positiven Zellen mehhtkiar. Nach wie vor sind nur sehr vereinzelt
CD45" und keine Sca-loder sm-Aktifi Zellen im Lumen zu finden. Die Proliferation ist i
Vergleich zum eine Stunde alten Ductus arteriogimehrt und nun in allen Bereichen des
Lumens zu beobachten. Zwar sind auch einige pr@ifende Zellen in der Media der
GefaRwand vorhanden, doch befindet sich der GilafieKi67" Zellen im Lumen.

Diese Resultate werden in der rtPCR des durch tdgendissektion isolierten Lumens 12
Stunden postnatal grof3teils bestétigt (siehe TabS8a-1, CD133 und CD45 kénnen im
Lumen nicht nachgewiesen werden. Bei c-kit, ABCGnr2 flk-1 ist das Signal nicht in allen
luminalen Proben zu sehen (siehe Abb. 17). Diesetl@uf eine Abnahme der Expression
dieser Proteine hin, wie auch die immunhistologeschund fluoreszenzmikroskopischen
Analysen bestatigen. Dagegen ist bei CD34 eine Atmegaunwahrscheinlich, da dieses nach
zwolf Stunden noch von allen luminalen Zellen expeirt wird und auch in allen Proben der
Laser-Mikrodissektion zu finden ist (Siehe Abb..1Bje Endothelmarker vVWF, VE-Cadherin
und CD31 sind nur in den Proben des Lumens, jedudt in Proben der Gefaldwand zu
finden, was darauf schliel3en lasst, dass dieseidBeralurch die Laser-Mikrodissektion
selektiv isoliert wurden. Wie zu erwarten, ist @efaldwand positiv fir sm-Aktin. Dies deutet
darauf hin, dass die luminal befindlichen Zelleshtiaus der Gefallwand stammen, da sie
sich in ihrem Expressionsmuster deutlich von desttgh Muskelzellen der Gefallwand

unterscheiden.
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Marker n Ductus Lumen Ductus Wand
positiv negativ positiv negativ
c-kit 6 3 3 0 6
sca-1 5 0 5 0 5
ABCG-2 5 1 4 0 5
flk-1 5 2 3 0 5
CD133 2 0 2 0 2
CD34 5 5 0 0 5
CDA45 5 0 5 1 4
vW§ 5 5 0 0 5
VE-Cadherin 3 3 0 0 3
CD31 5 4 1 0 5
a-smactin 2 1 1 2 0

Tabelle 3: tPCR Ergebnisse der Proben der Laser-Mirodissektion
Proben des DA zwolf Stunden postnatal, n bedeutetalAl der Proben. Es wird zwischen
dem Lumen innerhalb der Lamina elastica interna derdGefaBwand auf3erhalb der Lamina
elastica interna unterschieden.

c-kit
ABCG-2
Sca-1
flk-1
CD133
CD34
CD45
VE-Cadherin
VWF
CD31
sm-aktin

—
=
—
=
=

Abbildung 17: Charakterisierung der luminalen Zellen des DA mittels rtPCR
Reprasentative Beispiele der rtPCR der Proben dser:Mikrodissektion aus dem DA 12
Stunden postnatal. L sind Proben aus dem Bereicbrimalb der Lamina elastica interna,
W aus der Media der Gefallwand des DA. Die Zellerrinalb der Lamina elastica interna
weisen im Vergleich zur Gefal3wand ein deutlich aesl&NA-Expressionsprofil auf.

Nach 24 Stunden ist keine positive Farbung mehr@xl33, c-kit, flk-1 und ABCG-2
nachzuweisen (siehe Abb. 18). Weiter lassen sigrek®ca-1 und CD45 identifizieren. Fir
VE-Cadherin ist die Farbung 24 Stunden postnatalneeh sehr schwach und vor allem im
Randbereich des Lumens vorhanden. Dagegen werd&i @Qbd CD34 korrespondierend
von allen Zellen des Lumens exprimiert. Bei der palfarbung von CD31 und sm-Aktin ist

zu sehen, dass in der Peripherie vereinzelt GID3Rktin® Zellen zu finden sind.
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Die Proliferation ist nun auf einige Zellen im Lumbkeschrankt, in der Gefal3wand sind keine
Ki67" Zellen mehr zu beobachten.

Zusammenfassend lassen sich anhand von MorphalogieOberflachenmarkern im Lumen
des postnatalen Ductus arteriosus zwei Zellpopariati nachweisen: In der Peripherie finden
sich CD31VE-Cadherii Endothelzellen mit einem durch CD34, ABCG-2 und GB1
Expression ungewdhnlichen Phanotyp, die morphatbgi&leine zirkuldr angeordnete
Zellkerne aufweisen (siehe Tab. 4). Zentral sind 3CWRE-Cadherin Zellen mit
Charakteristika von Progenitorzellen detektierloige, dort stark proliferieren und durch ihren
gro3en Zellkern eine Blasten ahnliche Morphologikeenen lassen. Die Charakteristika
letzterer Zellpopulation verschwinden uber die Zeas vermutlich auf Apoptose oder
Differenzierung zurtickzufiihren ist. Auch ist Prefdtion vor allem in den ersten zwolf
Stunden nachzuweisen; nach 24 Stunden hat sie iofebgenommen und tritt zu allen
Zeitpunkten vermehrt im Lumen des Ductus arterigauauf. Dort sind nach 24 Stunden sm-
Aktin positive Zellen vorzufinden, was auf eine ferenzierung in glatte Muskelzellen oder
eine Migration glatter Muskelzellen aus der Medradleuten kdnnte.

DA 1h DA 12h DA 24h

zentral peripher zentral peripher zentral peripher
CD31 neg pos pos pos pos pos
VE-Cadherin neg pos neg pos neg pos
CD34 pos pos pos pos pos pos
c-kit pos neg pos neg neg neg
flk-1 pos neg pos neg neg neg
ABCG-2 pos pos neg neg neg neg
CD133 pos pos neg neg neg neg
Sca-1 neg neg neg neg neg neg
CD45 pos neg pos neg neg neg
sm-actin neg neg neg neg neg pos
Ki67 pos pos pos pos pos neg

Tabelle 4: Immunhistologischer Nachweis der Expressn von Oberflachenmarker
Darstellung der Ergebnisse Uber den Zeitverlaufpevazwischen zentral und peripher
gelegenen Zellen im Lumen des Ductus arteriosusrsettieden wird. Ist eine Zelle oder
mehr angefarbt, wird dies als positiv gewertet pasind keine Zellen im Lumen
nachweisbar, wird dies als negativ bewertet (neg).
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Flk-1 c-kit CD133 ABCG-2
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c) DAPI CD31 sm-Aktin overlay
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Abbildung 18: Entwicklung der Expression der Oberfiachenmarker im DA
a) Bei den zentralen Zellen sind Flk-1, c-kit, CD138duABCG-2 nach zwdlf Stunden nur
noch vereinzelt darstellbap) Im Zeitverlauf sind alle luminalen Zellen CDEID34',
VE-Cadherin ist peripher nur noch nachweisbar. Ri@7-Expression nimmt deutlich ab,
nach 24 Stunden ist eine leichte Expression vorAktim im Lumen nachweisbar) In der
CD31/sm-Aktin Doppelfarbung sind im peripheren Belmedes Lumens vereinzelt sm-
Aktin"CD31 Zellen zu identifizieren.
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6 Diskussion

Der Verschluss des Ductus arteriosus ist ein koxepleProzess, der einer Vielzahl
physiologischer Regelungsmechanismen unterliegt.p@mpte Ablauf ist essentiell fir die
postnatale Kreislaufadaptation Neugeborener undt firmerhalb weniger Stunden zur
vollstandigen Obliteration eines zuvor groBlumigeghefalRes (Clyman 2006). Da
Thrombozyten beim pathologischen arteriellen Gedgfshluss eine essentielle Rolle spielen,
liegt die Vermutung nahe, dass sie auch an diesgmiglogischen Gefaldverschluss beteiligt
sind. Stérungen des Verschlusses des Ductus ausriosind trotz effektiver
Behandlungsmoglichkeit mit einer betrachtlichen Mditdt und Mortalitat assoziiert
(Schneider 2006). Durch die steigenden Uberlebtarsriiihgeborener Kinder wachst die
Inzidenz des persistierenden Ductus arteriosus fifidof 2002). Daher ist es von
zunehmender Bedeutung die Pathogenese des PDA itail D®i kldaren, um neue
Maoglichkeiten fur Pravention und Therapie zu idérnigren. Hierfir ist allerdings eine
genaue Kenntnis der zellularen Abldufe beim poateatVerschluss des Ductus arteriosus
zwingend erforderlich und mit der vorliegenden Atisell dazu ein Beitrag geleistet werden.
Darlber hinaus stellt der postnatale VerschlusDdesus arteriosus ein einzigartiges Model
fur die Beobachtung der Ablaufe des physiologisc@efaRverschlusses dar. Denn hierbei
kommt es zu einem definierten Zeitpunkt zur Obditem eines Gefal3es, das zuvor mehr als
die Halfte des biventrikularen kardialen Schlagwedins an der unbelifteten Lunge vorbei
direkt in die Aorta geleitet hat. Der Ablauf desf@®/erschlusses kann ohne artifizielle
Eingriffe studiert werden und stellt damit ein megsantes neues Modell dar, anhand dessen
die Interaktion von Thrombozyten und Endothel nalmersucht werden kann.

Zum postnatalen Verschluss des Ductus arteriogigs treben der Vasokonstriktion auch das
intimale Remodelling des obliterierten Lumens Heetzterem kommt beim permanenten
Verschluss des Ductus arteriosus eine Schlisselralldie zellularen Ablaufe sind allerdings
bislang weitgehend unbekannt (de Reeder 1988)(amldrel990a)(Gittenberger-De Groot
1985)(Silver 1981)(Slomp 1992)(Tannenbaum 1996)@rotl978). Fir das pathologische
arterielle Gefal3remodelling ist bereits gezeigt deor, dass Thrombozyten hierbei eine
wichtige Rolle spielen (Gawaz 2008)(Massberg 20@&a¥sberg 2006). Daher stehen die
zellularen Vorgange im Rahmen des luminalen Rentiadsl beim postnatalen Verschluss
des Ductus arteriosus sowie der Einfluss der Thomylen auf diesen Prozess in der

vorliegenden Arbeit im Zentrum der Untersuchung.
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6.1 Diskussion von Material und Methoden

6.1.1 Versuchstiere

Der Verschluss des Ductus arteriosus kann nur leeighborenen untersucht werden, bei
denen die postnatale Kreislaufadaptation in phggisther Weise ablauft. Bei der Maus
kommt es dabei zu den gleichen morphologischen nden@ngen wie beim Menschen,
jedoch mit schnellerem Ablauf des Prozesses (T8&)1 Wie Tada et al. darstellen, ist der
funktionelle Verschluss bei der Maus innerhalb vorei Stunden abgeschlossen. Der
anatomische Verschluss wird in den darauf folgen8&imden induziert, was durch die
Bildung von Myofilamenten in intimalen Zellen betegird (Clyman 1999)(Tada 1990).
Entsprechend werden in der vorliegenden Versuchaptadie Zeitpunkte fur die Entnahme
des Ductus arteriosus gewahlt. Nach einer Stundst gmartum kann der durch
Vasokonstriktion vermittelte funktionelle Verschéuseobachtet werden, der in den folgenden
zwoOIf Stunden in einen dauerhaften anatomischenscuss mindet. Beim letzten
Beobachtungszeitpunkt nach 24 Stunden sind dieeBsezdes Remodellings wahrend des
anatomischen Verschlusses bereits weit fortgesehrit

Die Maus bietet als Versuchstier mehrere Vortailg:ch ihre schnelle Reproduktionsphase
und hohe Wurfrate ist eine schnelle Verfigbarke#s dUntersuchungsmaterials in
ausreichender Anzahl gewahrleistet. Vor allem &loetet sie die Moglichkeit der genetischen
Manipulation, wodurch die Bedeutung einzelner Fektofir biologische Ablaufe genauer
analysiert werden kann. Der Verschluss des Duatesi@sus lauft bei allen Landlebewesen
die Uber eine Lunge verfigen im wesentlichen gleady es ergeben sich allerdings
Unterschiede in der Zeitdauer bis zur komplettetit€hation des Lumens (Bergwerff 1999).
Wegen des kleineren Durchmessers des Ductus audsne@rfligen kleine Tiere wie die Maus
nicht Uber Vasa vasorum (Wolinsky 1967). Auch sotid zirkulierenden Zellen in der
neonaten Maus nur schlecht charakterisiert.

Um die Rolle von Thrombozyten beim Verschluss dastls arteriosus nédher zu untersuchen
werden Mausmodelle verwendet, die eine spezifisdedefizienz aufweisen oder bei denen
spezifische Rezeptoren durch monoklonale Antikdlpeckiert werden. So weist das NF-E2
Modell eine Defizienz des Transkriptionsfaktors EE-auf, was zu einer Stérung der
Megakaryopoese fuhrt. Hierdurch wird eine Thromhoggnie erzeugt, bei der es durch die
gestorte Thrombozytenbildung zur Abwesenheit fuorldiiichtiger Thrombozyten im
peripheren Blut kommt, was eine Blutungsneigung faidende arterielle Thrombenbildung
hervorruft (Chorne 2007)(Levin 1999). Beim GPIllokk out Modell fiihrt die Defizienz des

Glykoproteins llbllla auf Thrombozyten und hamatgpschen Vorlauferzellen zum
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Phanotyp der Glanzmann Thrombasthenie (Emamboki3)2Diese Mause sind durch eine
fehlende Thrombozytenaggregation, eine stark vgdéa Blutungszeit und eine abnormale
Thrombusretraktion charakterisiert, bei normalerohfbozytenzahl und —morphologie (Nair
2002). Fruhere Studien der Arbeitsgruppe konntedi@sem Mausmodell zeigen, dass der
GPlIbllla Rezeptor essentieller Vermittler der &stThrombozytenadhasion an exponierte
extrazellulare Matrix und dysfunktionales Endothet (Massberg 2005). Durch die
Behandlung der neonaten Tiere mit einem GPVI-Ampkd wird die Adhasion und
Aktivierung der Thrombozyten sowie die hierdurchsgeloste Thrombusbildung bei
arterieller Gefal3verletzung in vivo stark beeintitégt (Massberg 2003). Weiterhin wird
durch einen monoklonalen SDl-Antikorper eine Blockade der SDF-1/CXCR4-Achse
erzielt, die unter anderem eine wichtige Rolle lor Thrombozyten vermittelten
Rekrutierung hamatopoietischer ProgenitorzellenGaialllasionen spielt (Massberg 2006).
Durch den Vergleich dieser Modelle mit Wildtyp-Kooiten oder Isotyp-Antikérper
behandelten Wildtyp-M&ausen kann auf die jeweiligell&k dieser Thrombozytenfaktoren
geschlossen werden.

6.1.2 Histologie

Beim Verschluss des Ductus arteriosus kommt esstalbgisch fassbaren Veranderungen in
der GefalRwand und im Lumen. Zu beobachten ist @isokonstriktion mit Verdickung der
GefalRwand, die Zunahme der luminalen Zellzahl salgig intimale Remodelling tGber den
Zeitraum von 24 Stunden. Durch die Hamatoxylin-Bdsirbung lasst sich die Morphologie
im Verlauf des Verschlusses des Ductus arteriosfizalularer Ebene verfolgen. So kann
auch der Einfluss der beeintrachtigten ThromboAytgtion auf Vasokonstriktion,
Obliteration des Lumens und intimale Zellzahl beilirtwerden. Da die Lamina elastica
interna in dieser Farbung gut identifizierbar ikgnn die Flache innerhalb dieser mit
hinreichender Genauigkeit histomorphometrisch ateyer werden. Durch die Anfarbung der
Zellkerne kann ferner die luminale Zellzahl quantért werden. Da der Verschluss des
Ductus arteriosus uber die Lange nicht gleichma&igdern sanduhrférmig verlauft, werden
ab dem Anfang des GefalRes drei Bereiche in detemerbstand ausgewahlt, um hier eine

Vergleichbarkeit der verschiedenen Gefal3e zu gdeigten.
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6.1.3 Immunhistologie und Immunfluoreszenz

Um die molekularen Veranderungen beim Verschluss Deictus arteriosus mit den
morphologischen  Beobachtungen zu Kkorrelieren  werdémmunhistologie und
Immunfluoreszenz eingesetzt. Da ThrombusbildungMedintimaentstehung auf das Lumen
beschrankt sind, ist es wichtig die molekularen&iderungen nicht nur detektieren, sondern
auch lokalisieren zu konnen. Hierfur sind Immuntisgie und Immunfluoreszenz bestens
geeignet, da sie im Gegensatz zu Techniken wie &kfegtlot auch eine Lokalisierung der
Zellen ermdoglichen. Dadurch kénnen wichtige Substraler Thrombusbildung wie
Thrombozyten, Fibrinogen, vWF und Kollagen nachgsen werden. Fur die
Charakterisierung der neointimalen Zellen bieteh sliese Technik ebenfalls an, da sie durch
Doppelfarbungen auch eine genauere Zuordnung zuinmeten Linien und deren
Proliferationsverhalten zulasst. Damit kdnnen Ehdlziellen, glatte Muskelzellen sowie
Vorlauferzellen anhand der Expression charaktedsgr Marker identifiziert und lokalisiert
werden. Weiterhin wird auch die Beteiligung vonr&itgtoffen wie SDF-d beim Verschluss
des Ductus arteriosus durch diese Technik untetsxlrch den Einsatz eines Antikorpers
gegen Ki67 kann das Proliferationsverhalten im Dsi@rteriosus im Zeitverlauf untersucht
und mit dem GPIlIb knock out Modell verglichen werd®as nukleare Antigen Ki67 wird in
allen Phasen des Zellzyklus aufRer der frihen G#- @A-Phase exprimiert. In letzterer
befinden sich die Zellen im Ruhestadium, sodass7Kmair in proliferierenden Zellen
detektiert werden kann (Gerdes 1984).

6.1.4 Laser-Mikrodissektion und PCR

Da die PCR eine sehr sensitive Methode ist, um Ehkpression bestimmter Gene zu
analysieren, wurde sie zur Bestatigung der immuaoloigischen Befunde eingesetzt. Weil bei
einer Analyse des ganzen Ductus arteriosus einalissrung nicht moglich ist, wird die
Mikroskop-gesttitzte Laser-Mikrodissektion durchdetii Dadurch koénnen bestimmte
Gewebeareale in histologischen Schnitten isolied diese dann mittels rtPCR untersucht
werden. Im Falle des Ductus arteriosus wurde dasdmuinnerhalb der Lamina elastica
interna und ein Bereich der Media isoliert. Durcle dCresyl-Violett Farbung von
Gefrierschnitten kdonnen Zellen und Morphologie raitsreichender Genauigkeit beurteilt
werden, ohne dass durch diese Farbung die RNA-Nitgekignifikant degradiert werden.
Damit kann die Genexpression in den oben genariRégmonen getrennt untersucht werden.
Die Selektivitat dieser Methode wird dadurch bewetesdass nur in Proben aus dem Lumen

endotheliale Faktoren wie VE-Cadherin, CD31 und viélehzuweisen sind, wahrend sie in
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der Gefallwand fehlen. Allerdings ergeben sich ddretAnfertigung der Gefrierschnitte und
die Isolierung der einzelnen Gewebebereiche mogtiebise Beeintrachtigungen der RNA,
sodass Transkripte, die nur in geringer Kopienzaliegen, nicht mehr detektiert werden

kdnnen.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Faktoren und Verlauf der Thrombusbildung beimpostnatalen Verschluss

des Ductus arteriosus
Zunachst wird der Frage nachgegangen, ob und wrenbozyten zum Verschluss des
Ductus arteriosus beitragen. Um zu klaren, ob Thwamgten im Ductus arteriosus Uberhaupt
zu detektieren sind, wird mittels Immunhistologi@dulmmunfluoreszenz gegen CDA41
gefarbt. Dabei zeigen sich bereits eine Stundenptat Thrombozyten im Lumen, die im
Zentrum einen okkludierenden Thrombus bilden. Dagegind pranatal noch keine
Thrombozyten zu sehen. Somit kann hier gezeigt @erdass Thrombozyten bei der Maus
im Lumen des Ductus arteriosus vorzufinden sind.
Als néchstes wird untersucht, welche Faktoren fier Adhésion und Aggregation der
Thrombozyten verantwortlich sind. Als wichtige Suhte dieser Prozesse konnen vWF und
Fibrin/Fibrinogen identifiziert werden, die dem [tidel aufgelagert sind. Die Exposition
dieser Proteine weist darauf hin, dass es zur betlaten Dysfunktion kommt, was die
Thrombozytenadhasion begunstigt (Frenette 1995xbag 2005). An der initialen
Adhasion von Thrombozyten ist VWF durch die Intéiak mit dem GPIb-IX-V Komplex
entscheidend beteiligt. Hierdurch wird die Interaktweiterer Rezeptoren mit Liganden der
thrombogenen Oberflache erméglicht (Savage 19963@a 1998). Als Quellen fur vVWF
kommen hier sowohl Endothelzellen als auch Thromteozin Betracht. Als Bindungspartner
fur vWF kann Kollagen Typ | identifiziert werdenasl einen der wichtigsten Liganden flr
VWEF darstellt (Sixma 1995).
Weiterhin  kommt bei GefalRverletzungen der Stérungr dEndothelintegritat mit
nachfolgender Exposition subendothelialer MatrixeeSchlisselrolle fir die Thrombozyten
Adhasion zu (Kasirer-Friede 2007)(Ruggeri 2007 hdcmorphologisch kann im Rahmen
der vorliegenden Arbeit und von anderen Autorerd@ra990) beobachtet werden, dass sich
luminale Endothelzellen eine Stunde postnatal heiehmender Konstriktion des Ductus
arteriosus von der Lamina elastica interna abl@sgheine Exposition extrazellularer Matrix

verursachen. Zu diesem Zeitpunkt kommt es im Dudttsriosus zur Exposition von
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subendothelialem Kollagen Typ |, dessen Interaktiohthrombozytdrem GPVI das initiale

Tethering der Thrombozyten an der Gefallwand vezthifMassberg 2003). Somit ist im

Ductus arteriosus eine stark thrombogene Oberflastr@anden, die die Thrombozyten
Adhasion induziert. AuBerdem sind im Ductus arwrgowichtige Substrate der arteriellen
Thrombusbildung zu finden. Auch beim menschlichesugjeborenen ist eine Stérung der
Endothelintegritat sowie Apoptose von Endothelzelles beobachten (Silver 1981)(Slomp
1997). So deutet die postnatal gesteigerte Exmresson VEGF, E-Selektin und VCAM-1

beim Pavian auf eine endotheliale Dysfunktion hotyfhan 2002b)(Waleh 2005). Es ist
davon auszugehen, dass die postnatale Aktivierend=ddothelzellen im Ductus arteriosus
durch die postnatale Vasokonstriktion und konsekuischamische Hypoxie der Gefallwand
hervorgerufen wird (Clyman 1999)(Seidner 2001).

Neben der Thrombozytenadhasion ist auch die Thragiboaggregation ein wichtiger

Mechanismus, um die stabile Thrombusbildung zu bHewiten. Die Thrombozyten

Aktivierung dient dabei der Verstarkung der prokdatprischen Eigenschaften der
Thrombozyten, was lokale begrenzte Aggregation Timmbusbildung zur Folge hat. Von
der Vielzahl der Thrombozyten aktivierenden Sulmtankonnen durch vVWF und Kollagen
zwei wichtige Vertreter nachgewiesen werden. Einehli&selfunktion kommt auf

kollagenhaltigen Oberflachen, wie dies beim Ductaderiosus der Fall ist, dem

Kollagenrezeptor GPVI zu, dessen Hauptfunktion #®ermittlung von Adhasion und

Aktivierung ist (Nieswandt 2003). Ebenso fuhrt dibrombozytenaktivierung durch die

Affinitatsmodulation bei Integrinen wieypp3 und ayf; zur Stabilisierung der Adhasion und
Aggregation (Kulkarni 2000). Ein weiterer wichtigeFaktor ist die Freisetzung

vasokonstriktorischer Substanzen wie 73FxAind Serotonin als Reaktion auf die
Thrombozytenaktivierung. Thromboxan-Rezeptoren eerith Ductus arteriosus exprimiert,
die Bindung von Agonisten fuhrt zudem zu einer kstar Vasokonstriktion (Smith 1995).

Zwar kann in der vorliegenden Arbeit ein Einflusser d Thrombozyten auf die

Vasokonstriktion mit den verwendeten Methoden noleifelsfrei bewiesen werden, doch
lassen die oben dargestellten Ergebnisse dies venmu

Durch die Aktivierung der Thrombozyten wird die Mossetzung fir die nachfolgende
Thrombozytenaggregation geschaffen. Hierfur isteurdrteriellen Flussbedingungen die
Interaktion der Thrombozyten mit Fibrin/Fibrinogemd vWF Uber GPlibllla essentiell.

Durch die Interaktion von GPIIbllla mit diesen Ligéen, kommt es durch Briickenbildung
zur Rekrutierung zirkulierender Thrombozyten zumchsenden Thrombus sowie zur

Stabilisierung der Thrombozytenadhasion (Rugge®d)9Alle diese Faktoren kénnen bereits
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eine Stunde postnatal nachgewiesen werden. GRilbi#rmittelt allerdings auch die
Thrombozytenadhasion an dysfunktionales intaktesdoBrel, wodurch es zu einer
Entzindungsreaktion kommt, die wiederum die verteshr Expression von
Adhasionsmolekiilen durch Endothelzellen zur Folge (Massberg 2005). Weiterhin flhrt
das outside-in signaling Gber GPIlIbllla zur Staddiung der Thrombozytenadhasion und
Verstarkung ihrer prokoagulatorischen Aktivitat ggeri 1997a).

Das Fehlen von Thrombozytenadhasion und -aggregabo der Geburt verdeutlicht, dass
erst im Rahmen der postnatalen Kreislaufumstellutig Voraussetzungen fir die
Thrombusbildung geschaffen werden. Im fetalen Duiederiosus werden antithrombozytér
wirksame Substanzen wie BGInd NO produziert, wobei von letzterem bekanntdsss es
einen wichtigen Faktor fur die Aufrechterhaltung Beirchgangigkeit des Gefalies im frithen
Gestationsalter darstellt (Coceani 1978)(Momma )19%¥e postnatale Gefal3kontraktion
fuhrt zu Mediahypoxie und damit zur Beeintrachtiguder lokalen NO- und Prostaglandin-
produktion (Kajino 2000). Dies ist wiederum asseximit dem dauerhaften Verschluss des
Ductus arteriosus (Kajino 2000). Doch der lokalel& an NO und PGlkdnnte nicht nur
die Vasokonstriktion des Ductus arteriosus indézieisondern durch den abrupten Wegfall
dieser potenten Inhibitoren der Thrombozytenfunki@aich die Thrombusbildung im Lumen
begiinstigen.

Damit kann in der vorliegenden Arbeit erstmals ggzeverden, dass sowohl Thrombozyten
als auch wichtige Substrate fir Thrombozytenadimdsektivierung und -aggregation bereits
zu einem friihen Zeitpunkt im Lumen des Ductus erseis zu finden sind. Die Interaktion
der Thrombozyten mit der stark thrombogenen Obehr#ades Ductus arteriosus fuhrt zur
Bildung okkludierender Thromben. Auch beim Menschekann in wenigen
Einzelbeobachtungen eine Thrombusbildung im Duattesiosus nachgewiesen werden. Hier
kommt es innerhalb von 16 Stunden zur Ausbilduredeft muraler oder okkludierender
Thromben. (Silver 1981). Weiterhin kann eine Orgation des Thrombus beobachtet
werden, die zu einer Umwandlung in fibroses Gewdéilert (Gittenberger-De Groot
1977)(Silver 1981).

Um zu untersuchen, ob die Thrombusbildung im Duettsriosus funktionelle Relevanz fir
den postnatalen Verschluss des Ductus arteriostisvird bei GPIIB", NF-E2" und anti-
GPVI behandelten Tieren die Durchgéngigkeit destii@rteriosus mittels Angiographie
ermittelt. Hier zeigt sich, dass der Verlust vorrdrhbozyten sowie die Beeintrachtigung von
Thrombozytenadhasion oder -aggregation die Versshdile des Ductus arteriosus signifikant

vermindert. Verschiedene Mechanismen kdnnen in aBbtr gezogen werden, die den
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beobachteten Thrombozyten vermittelten Effekt bgiostnatalen Verschluss des Ductus
arteriosus induzieren. So kann vermutet werders dilksumulierte Thrombozyten vasoaktive
Substanzen wie Thromboxan A2 oder Serotonin fregsetund auf diese Weise die
Vasokonstriktion unterstitzen. Weiterhin kann i gerliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass okkludierende Thromben das Restlumen des rkapetten Ductus arteriosus
obliterieren. Dartber hinaus scheinen ThrombozgienAkkumulation myeloider Zellen im
Lumen des Ductus arteriosus zu triggern und asedWeise das Remodelling malRgeblich zu
beeinflussen, worauf im Weiteren nédher eingegamgeh

Im Verlauf des Verschlusses kommt es bei der Mam€EEmwanderung von Zellen in diesen
Thrombus, wobei nur sehr wenige Leukozyten zu findsind; dies lasst eine
Entzindungsreaktion unwahrscheinlich erscheiners Buf den durch Endothelzellen
exprimierten VWF kommt es im Zeitverlauf zu eingdonahme von CD41 und Fibrinogen,

was auf einen Abbau im Rahmen der Thrombusorgamisathlie3en I&asst.

6.2.2 Einfluss von Thrombozyten auf Verschluss unBemodelling des Ductus arteriosus
Nach dem funktionellen Verschluss kommt es durcbgapragtes luminales Remodelling
zum permanenten, anatomischen Verschluss des Dacteisosus (Clyman 2006). Diese
Prozesse werden von zahlreichen Autoren als Newaftidung bezeichnet (de Reeder
1988)(de Reeder 1990a)(Gittenberger-De Groot 19858 1981)(Slomp
1992)(Tannenbaum 1996)(Yoder 1978). Die Ausbildaimger Neointima im pathologischen
Sinne wird als Anpassungsprozess arterieller Geddilgine Vielzahl schadigender Einflisse
wie chronische Entziindung, pulmonale Hypertonier adechanische Schédigung gesehen
(Schwartz 1995).

Wie sich bei der mit GPVI-Antikérper behandeltenu@ve zeigt, ist bei der Mehrzahl die
vollstandige Obliteration des luminalen Flusses Igv&unden post partum ausgeblieben,
obwohl diese in der Maus normalerweise nach dreivier Stunden erfolgt. Wesentlich
deutlicher ist dies bei den NF-E2Tieren zu sehen, bei denen das Lumen zu diesem
Zeitpunkt noch weit offen ist. Wie bei Mausen istirbh humanen Frihgeborenen die
Entwicklung einer Hypoxie der Media abhangig vom @bliteration des luminalen Flusses,
da die GefalRwand nicht Gber Vasa vasorum verfugt so ihre Sauerstoffversorgung
ausschlie8lich vom luminalen Fluss abhangt (Naraya2000)(Wolinsky 1967). Die
Mediahypoxie gilt wiederum als entscheidender Fakio die Induktion des anatomischen
Remodellings (Clyman 1999). Da die Obliteration desnens bei Beeintrachtigung der
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Thrombozytenfunktion ausbleibt, kann sich auchMgdiahypoxie nicht voll ausbilden, die
als Voraussetzung fur das anatomische Remodeltiggsehen wird.

Als erster Schritt der pathologischen Neointimalnilg gilt die Thrombusbildung (Clowes
1983b). Wie oben gezeigt werden kann, ist dies dumim Ductus arteriosus der Fall.
Aktivierte Thrombozyten sezernieren eine Reihengtammatorischer Substanzen, wie etwas
TGF-beta und PDGF, die die Akkumulation extrazéllelr Matrix sowie die Migration glatter
Muskelzellen stimulieren und somit einen wichtiggnfluss auf das Remodelling des Ductus
arteriosus haben (Tannenbaum 1996). Eine vermBhottuktion dieser beiden Faktoren kann
auch bei der In-Stent-Restenose beobachtet wektfand(2000). PDGF beispielsweise gilt
als ein Mitogen fur viele unterschiedliche Zellptgiionen, unter anderem auch glatte
Muskelzellen und Endothelzellen (Beitz 1991)(Fet@31). Eine Inhibition von PDGF fluhrt
nach experimenteller arterieller GefalRverletzung ziner Verminderung der
Neointimabildung (Ferns 1991). Da hierbei Thromlermyeine wichtige Quelle fir PDGF
sind, liegt nahe dass auch eine Beeintrachtigung dhrombozytenfunktion die
Neointimaformation beeinflusst. So kann gezeigt deaer dass Thrombozytopenie die
Ausbildung der Intimahyperplasie nach GefaRRverlegzuermindert (Fingerle 1989). Zudem
sezernieren Thrombozyten weitere Mitogene Substamze TxA2 und Serotonin (Pakala
1997). Da im Ductus arteriosus Thrombozyten zudmdind, ist ein Einfluss auf wichtige
Prozesse der Neointimabildung wahrscheinlich.

Insofern ist es nicht verwunderlich, dass bei THyomyten-Defizienz (NF-E2 Mause) oder
Blockade der Thrombozytenadhéasion eine Verminderdeg intimalen Zellzahl induziert
wird. So kann in der vorliegenden Arbeit gezeigrdesn, dass die Zahl kernhaltiger Zellen
innerhalb der Lamina elastica interna bei dieseen deutlich reduziert ist. Dartber hinaus
fallt bei GPII™ Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine sig@ihte Reduktion von
Ki67", also proliferierender Zellen auf. Da GPIlb derchiigste Rezeptor fur die
Thrombozytenaggregation ist, erscheint das Auseteider Thrombusbildung im Ductus
arteriosus im GPIIb Model sehr wahrscheinlich. Dadurch ist der ersightige Schritt der
Neointimabildung gestort und die oben genanntemgeiten Substanzen kénnen nicht zur
Wirkung kommen, was die verminderte intimale Peshtionsrate im Vergleich zum Wildtyp
erklaren koénnte. Dieser Einfluss der Thrombozytemf @as Proliferationsverhalten
neointimaler Zellen kdnnte auch eine Erklarung w#en fur die Reduzierung der
neointimalen Zellzahl bei der GPVI-Antikérper undF¥2" Gruppe. Gerade die
Proliferation luminaler Zellen stellt einen wicheiyg Bestandteil des intimalen Remodellings

und damit des anatomischen Verschlusses des Dacteisosus dar (Clyman 1999). Die
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erhobenen Daten ergeben also deutliche Indiziess @da Ductus arteriosus adharierende
Thrombozyten sowohl die Rekrutierung als auch dmlifération myeloider Zellen
maldgeblich beeinflussen.

Aus den beschriebenen Mechanismen der Thrombusigildmn Ductus arteriosus ist
ersichtlich, dass eine Beeintrachtigung der Thramgtemfunktion fir die Obliteration des
Lumens nicht folgenlos bleiben durfte. Von COX-Ilnkhoren wie Indomethacin ist bekannt,
dass sie bei antenataler und postnataler Gabe zmtMuss des Ductus arteriosus flihren
kénnen, obwohl sie einen starken inhibitorischerfiel&f auf die Thrombozytenfunktion
aufweisen (Friedman 1978). Jedoch kann bei Frihgeka eine erhohte Inzidenz des
persistierenden Ductus arteriosus nachgewiesenewgerdenn sie kurz vor Geburt aufgrund
maternaler Tokolyse Indomethacin ausgesetzt wufthammerman 1998)(Norton 1993).
Diese paradoxe Reaktion wird durch eine Veranderdeig Kontraktilitat erklart, welche
durch eine kompensatorisch erhéhte NO-Produktioth den Verlust glatter Muskelzellen
hervorgerufen wird (Clyman 2001). Allerdings konraech die Thrombozyteninhibition
durch Indomethacin das Ausbleiben eines vollsté@ardierschlusses bewirken.

Weiterhin zieht die postnatale Gabe von NO-Donatoeen verlangertes Persistieren des
Ductus arteriosus nach sich (Seidner 2001)(WalsB8)19Neben der vasodilatatorischen
Wirkung von NO ist auch eine inhibitorische Wirkuagf Thrombozyten bekannt, sodass
nicht auszuschlie3en ist, dass auch letzterer Effelder Stérung des Verschlusses beteiligt
ist.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass Thrombozgas luminale Remodelling des
Ductus arteriosus uber zahlreiche Mechanismen fthessen. Als Korrelat dafir dient die
veranderte Morphologie, luminale Zellzahl sowie |Reaationsrate der Tiermodelle mit

beeintrachtigter Thrombozytenfunktion.

6.2.3. Beteiligung der SDF-1/CXCR4-Achse am Versalds des Ductus arteriosus

Da Thrombozyten nicht nur mit lokalen Gefal3zelleteiagieren, sondern auch zirkulierende
Blutzellen zu Gefaldverletzungen rekrutieren, wied Binfluss der SDF-1/CXCR4-Achse auf
Verschluss und Remodelling des Ductus arteriostersuncht. Als wichtige erste Quelle von
SDF-lo. bei arteriellen Gefal3verletzungen kdnnen adharditembozyten identifiziert
werden, die eine Rekrutierung von CXCRZellen vermitteln (Massberg 2006). Fir die
pathologische Neointimaformation nach Gefal3verlegzZkann gezeigt werden, dass nicht nur
lokale Zellen durch Proliferation und Migration zlmtimahyperplasie beitragen, sondern

auch zirkulierende Zellen, die aus dem Knochennsssknmen, hierbei eine wichtige Rolle
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spielen (Asahara 1997)(Sata 2002). Fur die Rekurgedieser hamatopoietischen Zellen zu
arteriellen Gefal3lasionen kommt dem Chemokin SBbFelne entscheidende Rolle zu
(Schober 2003)(Zernecke 2005)(Massberg 2006). Dalreil Thrombozyten die erste
Hauptquelle, weil sie innerhalb von Minuten an @Gafal3verletzung adhérieren und nach
Aktivierung SDF-1u freisetzen (Massberg 2006). Im weiteren Verlaumkd es zu einer
vermehrten Expression von SDE-@lurch glatte Muskelzellen der Gefaliwand, die daleit
zweite Quelle darstellen und langsamer, aber |A6@H#-1 sezernieren als Thrombozyten
(Zernecke 2005).

Im Ductus arteriosus kann ebenfalls SDF+iachgewiesen werden, wobei bereits pranatal
eine leichte Expression in der GefalBwand zu bedbadkt. Parallel zu den Vorgangen bei
arterieller Gefal3verletzung kdnnen auch hier Throzgten als erste wichtige Quelle fur
SDF-lu identifiziert werden. In der GefalRwand ist eineelumende SDFelExpression tUber
die ersten zwolf Stunden post partum zu beobachdem der Gefallwand des Ductus
arteriosus ist bekannt, dass Sauerstoff- und Naffmsdingel die Apoptose glatter
Muskelzellen auslosen (Levin 2005). Gewebehypoxederum gilt als starker Stimulus der
SDF-la Expression, wobei dies unter anderem durch HIEesinittelt wird (Ceradini 2004).

Da im Lumen des Ductus arteriosus SDFRlezeptor CXCR4Zellen zu finden sind, liegt es
Nahe, dass dieses Chemokin beim postnatalen Vassclles Ductus arteriosus eine Rolle
spielt. Entsprechend zeigt die Blockade der SDBEXOUR4-Achse und anschlielRende
angiographische Evaluation eine starke Beeintrgohg des Verschluss des Ductus
arteriosus, wodurch die funktionelle Relevanz vaoFSa belegt wird. Damit kann durch
diese Studie erstmals nachgewiesen werden, dasSDiel/CXCR4-Achse am Verschluss
des Ductus arteriosus beteiligt ist. Die Daten eleuzudem darauf hin, dass durch
thrombozytares SDFel zirkulierende CXCR% Zellen im Lumen des Ductus arteriosus
rekrutiert werden und auf diese Weise den Versehiies Gefal3es unterstitzen.

Zwar kann eine Rekrutierung zirkulierender Vorlamétlen nicht zweifelsfrei belegt werden,
doch deutet die Expression von SDéind dessen zeitlicher Verlauf auf deutliche Palat

zu beschriebenen Vorgéngen im Rahmen arteriell&f$verletzungen hin (Massberg 2006).
Die beobachtete Reduzierung der neointimalen Zdllzaach Beeintrachtigung der
Thrombozytenfunktion kénnte teilweise auf diesennlyEl an thrombozytarem SDFel
zurtckzufiahren sein.

Allerdings ist SDF-#& nicht nur an der Rekrutierung von Progenitorzebeteiligt, sondern
beeinflusst auch die Migration und Differenzierunmgn CD34+ Progenitorzellen in
Endothelzellen (Daub 2006)(Langer 2006)(Stellos 800AuRerdem ist bekannt, dass
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endotheliale Progenitorzellen unter dem Einfluss Varombozyten die Expression von c-kit
vermindern, sowie vermehrt endotheliale Marker WECAM-1 (CD31) exprimieren (Jin
2006). Daher kann spekuliert werden, dass dies &réarung fur den Verlust der
Progenitorzellmarker wie CD133, c-kit und flk-1 @ibéen Zeitverlauf des Verschlusses
darstellen kdnnte. Andererseits ist auch eine Agsxptlieser Zellpopulation méglich, was das

Verschwinden der Marker plausibel macht.

6.2.4 ldentifizierung einer Zellpopulation mit Charakteristika von Progenitorzellen im
Lumen des Ductus arteriosus

Fir den anatomischen Verschluss des Ductus ansriosird ahnlich wie bei der
Neointimaformation eine Einwanderung lokaler glatdduskelzellen aus der Media als
Ursprung der intimalen Zellen beschrieben. Als t&vaeointimale Zellpopulation werden die
luminalen Endothelzellen angesehen (Clyman 1999 sd weisen postnatal einen
veranderten Phanotyp auf, der hinsichtlich dergniexpression dem wachsender kapillarer
Endothelzellen dhnelt (Clyman 1996). In der vorieden Arbeit kann gezeigt werden, dass
im Lumen des Ductus arteriosus eine Stunde postest@ weitere luminale Zellpopulation
beschrieben werden kann, die sich hinsichtlich rinveorphologie und Expression von
Oberflachenmarkern deutlich von endothelialen Zelleind glatten Muskelzellen
unterscheidet.

Im Lumen des Ductus arteriosus lassen sich zwdpdallationen voneinander abgrenzen.
Zum einen die nahe der Lamina elastica internaggelen peripheren CD3IE-Cadherifi
Endothelzellen, zum anderen die zentral gelegeriastdh &hnlichen CD3IE-Cadherin
CD45 Zellen. Somit weisen die peripheren Endothelzallientypischen Endothelmarker VE-
Cadherin und CD31 auf, wahrend diese bei den ZentiZellen nicht zu finden sind. Der
Phanotyp der peripheren Endothelzellen ist ungelWghrkonnte aber auf die Unreife dieser
Zellen im neonaten Organismus hinweisen. Sie kéralenCD31 VE-Cadherifi CD34
CD133 ABCG-Z' charakterisiert werden.

Dagegen zeichnen sich die zentral gelegenen Zetblehumen durch Marker aus, wie sie
charakteristischerweise auf Progenitorzellen zddinsind. So kénnen sie als CD3#%kit"
Sca-1flk-1" CD133 ABCG-2' bezeichnet werden. Hierbei ist vor allem die Espien von
c-kit bemerkenswert, da dies ein relativ selektivBtarker fur h&matopoietische
Progenitorzellen ist. Er ist ein kritischer Fakib@i der Mobilisierung von Knochenmarkzellen
und wird im peripheren Blut nur sehr selten gefumdka er mit zunehmender Differenzierung

immer weniger exprimiert wird (Ashman 1999). Zuderaist gerade die Kombination mit
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CD34 und CD133 auf zirkulierende, wenig differem@eZellen hin. CD133 wird &hnlich wie
c-kit vor allem von hamatopoietischen Progenitdezelm Knochenmark exprimiert und geht
bald nach Mobilisierung durch Differenzierung veelo (Majka 2000). Erstaunlicherweise ist
CD133 auch auf den Endothelzellen im Ductus aesau finden, was bisher vor allem fur
endotheliale Progenitorzellen beschrieben wordénHeichev 2000)(Yin 1997). Da auch
Endothelzellen Marker wie flk-1, ABCG-2 oder CD34ifweisen konnen, ist fur die
Differenzierung der zentralen Zellen vor allem t-&ntscheidend, da es nur von diesen
exprimiert wird und relativ selektiv fur Progenitetlen ist. Zudem ist eine Stunde post
partum eine vermehrte Expression des Proliferatamkers Ki67 im Zentrum des Lumens zu
sehen, was darauf hindeutet dass sich dort Zellegrofiem Proliferationspotential befinden.
Von endothelialen Progenitorzellen ist bekanntsdse proangiogene Cytokine sezernieren
sowie die Migration und Proliferation endothelialeZellen stimulieren (Gulati
2003)(Gunsilius 2000). Dies konnte auch die poateaiveranderung der endothelialen
Integrinexpression erklaren, die zu diesem Zeitpumkchsenden kapillaren Endothelzellen
ahnelt (Clyman 1996).

Entsprechendes zeigen Proben der Laser-Mikrodisseltus luminalen Abschnitten des
Ductus arteriosus, die mittels rtPCR analysiertdear Zwolf Stunden postnatal kann im
Lumen die Expression von CD 34, c-kit, flk-1, AB&Gsowie die Endothelmarker CD31,
VE-Cadherin und vVWF nachgewiesen werden. Dagegssemasich in LCM-Proben der
Gefallwand diese Marker nicht nachweisen, was dardlieRen Iasst, dass es sich nicht um
eine Population aus der GefaBRwand handelt.

Uber den Zeitverlauf nimmt die Proliferation in deeu gebildeten Neointima ab und die
Progenitorzellmarker CD133, c-kit, flk-1 und ABCGsnd nach 24 Stunden nicht mehr
detektierbar. Dies ist zwar auch durch den Zellthdser Population zu erklaren; als
wahrscheinlicher erscheint es jedoch, dass dieBenZdifferenzieren und ihre proliferative
Potenz einbiiRen. Nach 24 Stunden sind nur noch TIDRM" Zellen zu finden sowie eine
schwache Farbung fur sm-Aktin. Die schwache Exprassron Merkmalen glatter
Muskelzellen durch luminale Zellen 24 Stunden pgattum ist bekannt, ebenso wie die
weitere Differenzierung zu typischen glatten Mugkéien nach mehreren Tagen (Tada 1990).
Dies lasst vermuten, dass die Zellen im Lumen inalyamrerten Zeitraum zu glatten
Muskelzellen differenzieren, die wiederum den peremen Verschluss des Ductus arteriosus
ermadglichen.

Zwar kann eine Rekrutierung von Progenitorzelleimbéerschluss des Ductus arteriosus mit

den vorliegenden Methoden nicht bewiesen werdecdh deeisen zahlreiche Befunde darauf
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hin. Denn diese Zellpopulation ist weder pranatatmin der GefaBwand nachweisbar,
weshalb eine Einwanderung sessiler ¢-Kiéllen als unwahrscheinlich einzuschatzen ist. So
konnte die Reduzierung der neointimalen Zellzahl chnaBeeintrachtigung der
Thrombozytenfunktion durch eine Stérung der Rekrutig von Progenitorzellen erklart
werden. Als wichtiger Faktor bei diesem Prozesskbo®@DF-Li in Frage, das von luminalen
Thrombozyten freigesetzt wird. Fur die Mobilisiegurund Rekrutierung endothelialer
Vorlauferzellen nach Gewebsischamie werden SBRuiid VEGF als wichtige Mediatoren
angesehen (Lee 2000)(Pillarisetti 2001)(Yamagudd®32. Im Ductus arteriosus werden
beide postnatal vermehrt exprimiert, wodurch dikuskulation zirkulierender Zellen erklart
werden konnte. Uber die Herkunft dieser Zellen kaanspekuliert werden, doch kénnen im
humanen Nabelschnurblut Populationen mit &hnlidlarkerexpression gefunden werden
(Anderson 1990)(Mayani 1998).

Somit sind in der vorliegenden Arbeit die zellutir€orgdnge wahrend des postnatalen
Verschlusses des Ductus arteriosus erstmals nébersucht worden. Neben Endothelzellen
ist interessanterweise eine weitere Zellpopulatzon finden, die weder aus der lokalen
GefalRwand stammt noch préanatal vorzufinden ist.Eb&motyp dieser Zellen lasst vermuten,
dass es sich bei dieser zweiten Population um tieki®l zirkulierende Progenitorzellen
handelt, die durch Proliferation und Differenzieguam Verschluss des Ductus arteriosus
beteiligt sind.
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6.3 Ausblick

Fur ein genaues Verstandnis der Ablaufe beim ptagraVerschluss des Ductus arteriosus
ist eine bessere Kenntnis der zellularen und mdde&n Vorgadnge von essentieller
Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit kann gezewgtrden, dass bei der Maus
Thrombozyten am Verschluss des Ductus arteriostgsligesind und es sehr rasch postnatal
zur Thrombusbildung kommt. Von Interesse wéare daimee Untersuchung der Frage, ob die
Thrombusbildung in dieser Weise auch beim Menschblauft. Weiterhin konnte die
Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion oder Béminnung sowie eine
Thrombozytopenie beim menschlichen NeugeboreneeneiRisikofaktor beziglich der
Entwicklung eines persistierenden Ductus arteriaiarstellen. Hierzu gibt es bislang in der
Literatur keine ausreichenden Untersuchungen. Zudgith es, die Bedeutung der
Thrombozyten auf die Vasokonstriktion genauer zalyaeren. Auch der Einfluss von COX-
Inhibitoren auf Thrombozytenfunktion und Verschludss Ductus arteriosus bedarf einer
genaueren Untersuchung. Daraus konnten sich ausstbiche Erkenntnisse bezuglich
Pravention und Therapie des persistierenden Dwatasiosus ergeben, der nach wie vor als

ernstzunehmende Komplikation der Frihgeburtlichaegesehen werden muss.
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7 Zusammenfassung

Fur pathologische wie physiologische Hamostase Sinombozyten von essentieller
Bedeutung. Ihre Rolle bei der Entstehung arteriellarombose ist vielfaltig belegt, da
diesem Prozess durch Myokardinfarkt und Hirninfaekte hohe Relevanz zukommt. In der
vorliegenden Arbeit wird eine vollig neue Funktider Thrombozyten gezeigt: Im Rahmen
der postnatalen Kreislaufadaptation sind sie amsiplggischen Verschluss des Ductus
arteriosus beteiligt. In der fetalen Zirkulationelit dieser ein grof3lumiges arterielles
Shuntgefald zwischen Arteria pulmonalis und Aorta da

In der vorliegenden Arbeit kann erstmals gezeigider, dass Thrombozyten am postnatalen
Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt sin@rlyéi wird die luminale Thrombusbildung
durch endotheliale Dysfunktion sowie die Stérung &mdothelintegritdt mit Exposition
subendothelialer Matrix ermdglicht. Dadurch sind&ate fur Adhasion, Aggregation sowie
Aktivierung der Thrombozyten gegeben. Die funktitmm&elevanz der Thrombusbildung fur
den Verschluss des Ductus arteriosus wird durclEdjebnisse der Angiographie belegt.
Doch sind Thrombozyten nicht nur am initialen Vétsss, sondern auch am nachfolgenden
Remodelling des Ductus arteriosus beteiligt. Eine eeiBtrachtigung  der
Thrombozytenfunktion im GPIIb, NF-E2" und anti-GPVI Modell bewirkt eine signifikante
Reduktion der luminalen Zellzahl im Vergleich zumildyp. Weiterhin kommt es zu
morphologischen Veranderungen sowie einer vermiaddproliferationsrate, die jeweils auf
eine Storung des kompletten Verschlusses schlil3sen. Bei genauerer Untersuchung des
luminalen Remodellings zeigt sich Uberraschendessvei die Beteiligung der
SDF-lo /CXCR4-Achse am postnatalen Verschluss des Duwtesiosus. Postnatal sind die
schnell adharierenden Thrombozyten die wichtigatel® fir SDF-4. Spater wird SDF-d
auch in der GefalBwand vermehrt produziert. Die yg®lder zellularen Zusammensetzung
der Intima ergibt ebenfalls unerwartete Result&e.kann neben den Endothelzellen eine
zweite Zellpopulation nachgewiesen werden, die lddie Marker CD34, c-kit, flk-1, CD133
und ABCG-2 Charakteristika von Progenitorzellennaaist.

Damit kdnnen einige Mdglichkeiten aufgezeigt werdeme Thrombozyten den Verschluss
des Ductus arteriosus beeinflussen kénnten: 1) Duwile Ausschittung vasoaktiver
Substanzen kann der funktionelle Verschluss begjinserden; 2) die Thrombusbildung
fuhrt zur Obliteration des luminalen Flusses undhwelert die Wiedereroffnung; 3) die
Freisetzung von SDFel beeinflusst das intimale Remodelling und die Re&rung
zirkulierender Zellen; 4) Thrombozyten und rekrugeProgenitorzellen beeinflussen das

intimale Remodelling und damit den anatomischersdfduss.
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8 Summary

Platelets are essential for physiologic and patjiolbemostasis. Their essential role in the
development of arterial thrombosis is a proven,faetcause of the high relevance of this
process for the development of myocardial infarctamd ischemic stroke. In this thesis, a
totally new function of platelets can be shown:ytlwentribute to the physiologic postnatal
closure of the ductus arteriosus, which is a skiaesel between the pulmonary artery and the
aorta in the fetal circulation.

We can show here for the first time that platelmatribute to the postnatal closure of the
ductus arteriosus. The luminal thrombus formatieracilitated by endothelial dysfunction
and disruption of endothelial integrity with subseqt exposition of subendothelial matrix.
Hence, substrates for platelet adhesion, activagod aggregation can be found within the
lumen of the ductus arteriosus. The angiograplsulte further prove the functional relevance
of the thrombus formation for the closure of thetds arteriosus.

However, platelets do not only contribute to iditdosure, but also to the subsequent
remodelling of the ductus arteriosus. Dysfunctioplatelets in GPIIb, NF-E2", and anti-
GPVI mice cause a significant reduction of the lahicell count compared to wild type.
Moreover, there are morphological alterations ance@uced proliferation rate, which is
indicative of a failure of complete closure. Thegse analysis of the luminal remodelling
surprisingly shows a contribution of the SD&QXCR4 axis in the postnatal closure of the
ductus arteriosus. Postnatally, rapidly adherirgfgbéts are the most important source for
SDF-lo. Later, SDF-& is also expressed within the vessel wall. Theyamalof the cellular
composition of the intima reveals unexpected resall well: besides endothelial cells, a
second cell population can be identified showin@rahteristics of progenitor cells by
expressing CD34, c-kit, flk-1, CD133 and ABCG-2.

Several possibilities can thus be pointed out iggrthe question how platelets could affect
the postnatal closure of the ductus arteriosubylgecreting vasoactive mediators, functional
closure could be facilitated; 2) by obliterating tuminal flow through thrombus formation
and preventing the reopening of the constrictedele8) by secreting SDFelplatelets could
affect intimal remodelling and recruitment of cil@iing cells; 4) platelets and recruited

circulating progenitor cells could affect intimahnodelling and anatomic closure.
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